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OZET

MESANE KANSERL I HASTALARDA KROMOZOM 4q22-35
BOLGESINDEKIHETEROZ IGOTLUK KAYIPLARININ ARA  STIRILMASI

TAS, Cigdem
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Dangmani: Prof.Dr. Mehmet OZASLAN
Eylul 2011, 68 sayfa

Kanser, hiicre bélinmesini kontrol eden veya hialandgenlerin fonksiyon kaybi
veya cok aktif olgu ile ortaya cikan bir hastaliktir. Tumor baskitaygenlerin
delesyonu veya ekspresyonlarinin azalmasi kangeretik ve epigenetik nedenleri
arasinda gosterilebilir. Heterozigotluk kaybi (LO&halizi kanser turiine 6zgu aday
tumor baskilayici gen bdlgelerinin belirlenmesirkldlanilan etkili bir metottur.
Mesane kanseri Ulkemizde ve dinyada bir¢cok instdlegen ve her yil binlerce

insanin 6limine neden olan bir hastaliktir. Meskaeserlerinde daha 6nceden

yapilan genom tarama cgahalarinda dordinct kromozomun uzun kolunda telomere

yakin bolgeler Uzerinde mikro kayiplarin fazgalhdikkat cekmgtir. Ancak, bu
bdlgelerin ayrintih bir kayip haritasi ¢ikariimam. Bu ¢alsmada kromozom 4q22-
35 bolgesi 25 mesane kanserli hastada 13 mikrdsatelrkir kullanilarak analiz
edilmistir. Yapilan analizlerde lc¢ kayip bélgesi dikkat cekredikt Birinci bolge
D4S1564 markirn ve cevresi, ikinci bolge D4S1644kmwanin bulundgu bolge ve
uclncu bolge ise D4S2979 markir ve gevresi oldrelkrlenmitir. Sonug olarak
mesane kanserlerinde kromozom 4q22-35 bdlgesi @EP6, DDK2, SAP30,
CASP3, SMARCA5 ve ING2 genleri aday tumor baskdayigen olarak

belirlenmitir.

Anahtar Kelimeler: Mesane kanseri, kromozomal kayiplar, kromozom 4q



ABSTRACT

INVESTIGATION OF LOSS OF HETEROZYGOS iTY ON CHROMOSOME
4022-35 REGION IN PATIENTS WITH BLADDER CANCER

TAS, Cigdem
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
September 2011, 68 pages

Cancer is a disease that occurs by losses of amcif the genes controlling or
accelerating the cell division or by their beingtily active. Deletion of tumor
supressor genes or decreasing their expressionsecahown among the genetic or
epigenetic reasons of cancer. Loss of heterozyg@sidH) analysis is an effective
method used in determining the candidate tumoresgor gene areas peculiar to the
cancer type. Urinary bladder cancer is a diseatectafg lots of people in our
country and all over the world and causes to de&tthousands each year. It has
drawn attention that in the genome screening stuafieirinary bladder cancer cases
done previously; there is a surplus of the mycssés on the areas close to telomere
on the long chol of the fourth chromosome. Howewedetailed loss mapping of
these areas couldn’t be done. In this study, cheome 4g22-35 area was analysed
by using 13 mcyrosatellite markers in 25 patientk wrinary bladder cancer. In the
analyses three loss areas have attracted theiati®nlt was identified that the first
area is D4S1564 marker and its around, second iar@#S1644 marker and its
around and the third one is D4S2979 marker andrdaand. As a result, in urinary
bladder cancer cases for chromosome 4g22-35 ard&P€ DDK2, SAP30,
CASP3, SMARCAS5 and ING2 genes are specified as idatel tumor supressor

genes.

Key Words: Urinary bladder cancer, chromosomal losses, chromesiq
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BOLUM 1
GIRIS

Kanser ginimuzde en bilyukgBk sorunlarindan biridir ve diinya Uzerinde birgok
kanser turt vardir. Bunlardan biri de mesane kagiseMesane kanseri erkeklerde
dorduncu kadinlarda ise sekizinci sirada en sikarzn kanser turudur. Mesane
kanseri genellikle orta yave Uzeri bireylerde daha sik gorulir. Mesane kamse
tani konuldgunda bulgularin yakiak %85’inin mesanede lokalize olgw, %15’inin
bolgesel lenf dgimlerine veya uzak bolgelere metastaz yapnoldugu
gorulmektedir [1].

Mesane kanserine neden olan bircok etmen vardinlaBucevresel etmenler ve
kalitsal etmenler olarak gruplandirmak mumkuanddir C2vresel etmenler icerisinde
ilk siralari sigara kullanimi ve/veya aromatik amimaruziyeti alirken genetik
etmenlerin ilk siralarini ise onkogenlerin ekspogggrinin artmasi ve/veya tumor

baskilayici genlerin kaybolmasi veya ekspresyamliamzalmasi almaktadir [3].

Kanser hicrenin temel duzenleyici mekanizmalarindakurlardan kaynaklangh
icin, Ozellikle molekuler ve hucresel duzeyde geldendiriimesi gereken bir
hastaliktir. Molekuler biyologlar ile hicre biyolag bu ylizden kanseri
anlayabilmek icin yillarca gras vermgler, daha da 6nemlisi, kanser ginranalari
sayesinde ayni zamanda hucrelerin normal daglesimi diizenleyen mekanizmalari
aydinlatmglardir. Hucrede; sinyal iletimi, hicre dongusinia programli hticre
O6lumundn duzenlenmesi gibilemlerde anahtar gorev Ustlenen proteinlerin [guco
ilk kez, hicrenin kontrolsiiz galmasina yol agan anormal aktiviteleri nedeniyle
tanimlanabilmgtir. Kanser argtirmalart bu yontyle hicrelerin  cginasini
dizenleyen mekanizmalarin agilmasina 6nemli dlcide katkida bulungnuou

mekanizmalar da kanseri anlamamiza yardimci gtiang4].

Neoplastik timorlerde yaygin gozlenen genetigigkliklerden biri heterozigotluk

kaybidir (LOH). Spesifik genomik bélgelerde LOH gdaimor baskilayici gen
1



bdlgelerinin  tanimlanmasinda kullanilir [5]. Mesark@anseri Uzerine yapilan
heterozigotluk kaybi ¢caimalarinda kromozom 3, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14,4 2¥/de
degisen oranlarda kayip bolgeleri tespit edgtmi[6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]. Fakat en
yuksek oranlarda kayip kromozom 9, 11 ve 17’'de lpdewtedir [8, 9, 11, 12]

Mesane kanseri ile ilgili olarak yapilan genom mtagacalsmalarinda kromozom
4qg'da yuksek oranda kayip olglu dikkat cekmektedir. Bununla birlikte kromozom
4q ile ilgili yapilan kanser c¢aimalarinda farkli kanser tiplerinde farkli oranlarda
LOH tespit edilmgtir. Ornesin; hepatoseliler kanser, dodoyun kanseri, giiis
kanseri, malinant mezotelyum, kiiguk htcreli gkcikanseri, oral kanser vb. [13, 14,
15, 16, 17]. Bu bolgede gmik kanser tiplerinde gosterilen LOH bu bélge iciere

bir veya daha fazla aday tumor baskilayici gen ointianalini ortaya koynstur.
Fakat mesane kanserinde bu bolge ile ilgili ayinbir calisma yapilmanytir. Biz bu
noktadan hareketle mesane kanserinde kromozom 3%22bodlgesindeki
heterozigotluk kayiplarini belirlemeyi dolayisiylday timoér baskilayici genleri

tespit etmeyi amacladik.



BOLUM 2
LITERATUR TARAMASI

Mesane kanseri ile ilgili olarak yapilan bircok LOMKalsmasinda 6zellikle
kromozom 9, 11, 17 kta olmak tzere birgcok kromozom (2, 4, 8, 9, 11,148,17,
18) uzerindeki kayiplarin bu kanserin ortaya cikmds iliskisi olabilecei

belirtilmistir.

4. kromozomdaki kayiplarla farkli kanser turlenirarasindaki ikkinin aratirildigi
calsmalarda 4. kromozom (zerindeki kayiplarin mesanesd&ande de etkili
olduguna atifta bulunulmgur [13, 14, 15, 16].

Tsai vd. (1990) 25 mesane kanserli hasta Uzeriagékfar calymada kromozom
6'nin p kolunda %31, kromozom 9’'un g kolunda % Kigmozom 11'in p kolunda
%39, kromozom 14’tUin q kolunda %19 ve kromozom Ivmkolunda %63 oraninda

delesyon bulduklarini bildirnglerdir [18].

Miyao vd. (1993) yaptiklar bir ¢caimada kromozom 9 lzerinde birden fazla kayip
bdlgesi oldgunu ve bu aday timor baskilayici genlerin muhtem@fgl 2 ile 9934.1
bdlgesi arasinda lokalize olgiunu bildirmglerdir [19].

Ruppert vd. (1993) yaptiklan cginada 9p21 bolgesi ile telomer bdélgesi arasinda
kayip bolgesi tespit ettiklerini bildirrglier ve burada mesane kanseri ile ilgili iki tane

tumor baskilayici gen bolgesi oglinu 6ne surmglerdir [20].

Cairns vd. (1993) calmalarinda kromozom 9 uzerinde silignmbholgedeki hedef
genin 9922 ile 9p12-13 arasina yetigini one surmslerdir [21].

Knowles vd. (1994) caimalarinda kromozom 9’un p kolunda %51, g kolunda is
%57, kromozom 11'in p kolunda %32, kromozom 17’pikolunda %32 oraninda
allelik kayip oldgunu ve kromozom 4’Un p kolunda ilk defa LOH (%22)
gosterdiklerini bildirmglerdir [22].



Polascik vd. (1995) caimalarinda 282 mesane kanserli taze doku ve 34 miégki
kromozom 4’Un hem g hem de p kolunun lzerinde kmonaal kayip argirmasi
yapmslar ve bu bolgelerde 6nemli kayip alanlara raskiadini bildirmislerdir.
Onbeg markir ile kromozom 4’tGin p kolu, ondokuz marke e g kolundaki kayip
bolgelerini aratirmislar ve p kolunda D4S1608 ve D4S404 mikrosatellitkméari
arasinda %29 oraninda kayip gosteren 3-cM’lik kiigikbolge; q kolunda D4S426
ve D4S408 markirlari arasinda %24 oraninda kaygiegén 14-cM’lik buytk bir
bblge belirlediklerini bildirmglerir. Bu iki bolgedeki kayiplarla bu lezyonun iler
derece ve evrede olmasinigklii olabilecezini 6ne surmglerdir [23].

Chang vd. (1995) mesane kanserli 285 hasta uUzeryajgiklari cagmada
kromozom 14’0n p kolundaki kaybi %25,3 olarak bidduini bildirmisler ve invazif
tumorlerde kromozom 14912 ve 14g32.1-32.2'de ikiapseiyel tumér baskilayici
gen bolgesi 6ne surrgl@rdir [24].

Rosin vd. (1995) karsinoman siti (CIS)lu 31 hastanin 13 farkli kromozom
bdlgesinde 29 mikrosatellit markir ile yaptiklat©H analizi sonucunda kromozom
9p’'de %61, 9g'da %61, 8p’de %65, 17p’de %60, 13§66, 11p'de %54 ve 4q’'da
%52 oarninda LOH bulduklarini bildirgherdir [25].

Simon vd. (1998) mesane kanserli 46 doku Uzerirm@ikian calgmada pT1l'de
kromozom 9’un g kolunda %64, p kolunda %57, kroomZdl’in p kolunda %57, q
kolunda %50 oraninda, kromozom 4qg’'da ise %26,5 intenkayba rastladiklarini
bildirmislerdir [10].

Piao vd. (1998) calmalarinda hepatoseliuler karsinomlu 41 hastada 4qndeki
kayiplari aratirmislar ve bir veya daha fazla bdlgede %82,9 oraniniiiglika
dengesizlik saptadiklarini bildirgkéerdir. Bu noktadan hareketle kromozomun
4g’nun bu kanser tarindn agresif ilerlemesinde dnkeimrol oynayabilecgini ve bu
bblge Uzerinde bu kanser turinde etkili olan bik @alay timor baskilayici gen
bulunabilecgini 6ne strmglerdir [13].

Nishiyama vd. (1999) calmnalarinda 9932-33 bdlgesinde mesane kanseri igin bi
aday tumor baskilayici gen bélgesi olabifgnetne surmélerdir [11]. Bu boélgede

bir tumor baskilayici gen olgunu Habuchi vd. (1997) de yapymoldugu calsmada
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belirtmistir [26]. Habuchi vd. (1998) daha sonra yaptiklealismada bu bélgede
metilasyonlaDBCCR1geninin susturuldiunu ve bu genin aday tumor baskilayici

gen olabilecgini 6ne surmélerdir [27].

Shaw vd. (1999) caimalarindasistomiasisli mesane kanserli 70 hastada yaptiklari
calsmada, kromozom 9'un p kolunda CDKN2 gen bolgesift@s, kromozom
17’'nin p kolunda %58, kromozom 3’Un p kolunda %40rkozom 9'un g kolunda
%39, kromozom 8'in p kolunda %37 oraninda kromozokagip bulmglardir. 9p
geni, muhtemelen CDKNZSistomiaz ilgkili mesane timd&rlerinin gaunlugunun
gelisimine katkida bulunabilgi ama 9q genlerin ¢ok daha az 6nemli bir rol
oynadgini diundidrdigl sonucuna varmglardir. Yine bu c¢akbma da bu
kromozomlara ek olarak 4p, 4q, 11p, 11q, 13q, 1&d8qg'da LOH tespit ettiklerini
ve LOH oranini D4S408 nolu markirin bulugdu 4932-933 bdlgesinde %22,
D4S1535 nolu markirin bulungu 4933 bdlgesinde %37 olarak bulduklarini
bildirmislerdir [28].

Hornigold vd. (1999) caimalarinda 9934 bdlgesindekiSC1 geninin mesane
kanseri icin aday bir timor baskilayici gen olateg hipotezini 6ne surmgierdir
[29].

Shivapurkar vd. (1999) camalarinda 44 ggis kanserli hastadan alinan DNA’lar
19 polimorfik mikrosatellit markir kullanilarak atamislar ve 4 boélgede yiksek
oranda kayip bulduklarini bildirgierdir. Bu bélgeler ve kayip oranlari; 4933-34
%76, 40925-26 %63, 4p15.1-15.3 %57, 4p16.3 %508ur.calsmanin sonucunda
kromozom 4’Un her iki kolunda @ds kanserinde etkili aday timor baskilayici

genler olabilecgini 6ne strmélerdir [15].

Shivapurkar vd. (1999) malignant mezotelyom ve kilhicreli akcger kanseriyle
ilgili olarak yaptiklari cakmada 20 malignant mezotelyomlu, 21 kucuk hicreli
akciger kanserli ve 20 kucguk hicreli olmayan a@eci karserli hastadan alinan DNA
orneklerini 16 polimorfik markir kullanarak 4. kramom Gzerindeki kayip
bdlgelerini aratirmis ve 4q33-34 bdlgesinde %80, 4g25-26 bolgesinde &0
4p15.1-15.3 %50’'den fazla kayip bulduklarini bitdiglerdir. Bu sonuclar
dogrultusunda bu bdlgelerde malignant mezotelyom gikihtcreli akgier kanseri

ile ilgili 3 aday tumaor baskilayici genin varolaksini 6ne strméglerdir [16].
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Wada vd. (2000) camalarinda 13ql1-12.1'de %2IRB geninin bulundgu
13914.3'te %32 oraninda kromozomal kayip buldukiaue RB genindeki allelik

kayiplarin timorin diilk evre ve dereceleriyle gkili olabilecezini bildirmislerdir

[71

Langbein vd. (2002)LRP1B gen bolgesindeki dgsiklikler ile yuksek dereceli
urotelyal kanser arasindaki skiyi arastiran calsmalarinda kromozom 2q'da
derecel, 2 ve 3'te sirasiyla %17, 518 ve %63 odanlrtOH old@gunu veLRP1B
geninin 0rotelyal karserler icin aday tumor baskda gen olabilecgni ileri

surmglerdir [6].

Tzai vd. (2003) urotelyal karsinomanin allelotipigrofillendirilmesi Uzerine
yaptiklari camada kromozom 9’un p kolunda % 54.9, q kolunda &4&domozom
13'Un q kolunda %40.8, kromozom 14’Un g kolunda %4®&romozom 17’nin p
kolunda %39.4 oraninda kayip bulduklarini ve yigaiagalsmada mesane kanserli
hastalarda kromozom 4qg'da %21,1 oraninda LOH @ldu bildirmglerdir. 4g’daki
kayiplarin kas invazyonu arasinda pozitgklioldugunu ve kromozom 4q'nun ger
yuksek LOH oranina sahip bolgelerle birlikte mes&aaserinin ilerlemesinde rol

alan aday timor baskilayici gen bdlgesi olabgeueleri sirmislerdir [9].

Hoque vd. (2003) Mesane kanserinin genetik kargdsyonu konulu
calismalarinda kromozom 9’un g kolunda %76.67, p kolutd®, kromozom 8’in p
kolunda %50, g kolunda %43.33, kromozom 20’nin dukda %43 oraninda
kromozomal kayip bulduklarini bildirgierdir [30].

Hurst vd. (2004) mesane kanseri Uzerine yaptildaligsmalarinda kromozom 4q'da
%83 kismi kayip ve kromozom 4qg'danska 18qg’'da %65, 8p’de %65, 2g’'da %61,
6g’'da %61, 3p’de %56, 13g'da %56, 4p, 6p, 10p vg'd®d %52 ve 5p’'de %43

oraninda kayip bildirngler [8].

Cetin vd. (2008) camalarinda 4g22-35 bolgesinde 4922, 4925, 4931 34-8%
olmak Uzere 4 6nemli delesyon bolgesi belirledikidoildirmislerdir [14].



Chan vd. (2009) mesane kanseri uUzerine yaptiklamil&stirmali genomik
hibridizasyon cabmasinda kromozom 4q'da %66,67 oraninda allelik dsizgjk
bulduklarini bildirmglerdir [31].



BOLUM 3
GENEL BILGILER
3.1. Kanser

Kanser hicresel dizeyde bir genetik dizensizlikagleele alinir [32]. Hucresel
dizeyde kanserin geiini, mutasyonlari iceren coksamali bir sire¢ sonucunda
cogalma, sg§ kalim, invazyon ve metastaz yetenekleri gideretararhiicrelerin
secilmesiseklinde ortaya c¢ikar. Cok hicreli organizmalarda tigrenin ¢@almasi,
farklilasmasi ve sa kalimi organizmanin genel gereksinimleri gddtusunda
duzenlenir. Kanser hicrelerinde bu olaylari dizgmemekanizma ortadan kalkar.
Hucreler kontrolstizekilde bolinerek ggalmaya bglar ve sonunda timér vicudun

diger bolgelerine yayilarak normal doku ve organlagievlerini etkiler [4].

Kanserin ortaya c¢ikmasinda bircok etken rol oynaadhk Bunlar genetik veya
cevresel etkenler olabilir. Birgok timor baskilaygenin yeri heterozigotluk kaybi
(LOH) analizi ile saptanngtir [3].

Kanser, birdenbire @g, zaman icinde bir¢cok genetik gigimin bir araya gelmesi ile
ortaya clkar. Kanserin ¢oksamall bir olay oldgunu gosteren 6zelliklerden biri,
bircok kanser tiriniin geg gfarda ortaya ¢ikmasidir [4]. Orgia, mesane kanseri
50-70 ya arasinda daha sik gorulur [2]. Kanser gorulme@rkh ya ile bu kadar

dramatik bicimde artmasi, bircok kanser turiinitagiboyunca biriken ¢cok sayida

anomalinin sonucu olarak ggligini dusundartr [4, 33].
3.1.1. Dunya’da ve Turkiye'de Kanser

Dunya s&lhk oOrgutd raporuna (2008) go6re kuresel kansertygkcen otuz vyil
zarfinda iki kat daha fazla artghir. 2008 yilinda 12 milyon yeni kanser vakasinin

teshis edildgi, kanserden kaynaklanan 7 milyon olimin gerggige 2030 yilina



gelindiginde ise 27 milyon yeni kanser vakasi ve 17 miljkamser kaynakl 6lim
beklendgini bildirilmi stir [34].

Avrupa’daki olumlerin %20’sinin nedeni kanserdir Jeanser kardiyovaskuler

hastaliklardan sonra en dnemli 6lim nedenidir [34].

Dunya kanser raporu (2008)’'na gore Turkiye kangemilcadelede gglnekte olan
ulkeler icin 6rnek gosterilngiir. Turkiye’'de erkeklerde ve kadinlarda en sikleagan

kanser tlrleri ve oranlari Tablo 1'de verikti.

Tablo 3.1 Turkiye'de erkek ve kadinlarda en sik rastlanander tirleri ve oranlari
[34]

Cinsiyet Kanser tlrd Tum kanserler icinde
rastlanma orani (%)
Erkek Nefes borusu, Bron Akciger 33
Mide 9
Mesane 9
Kalinbasirsak ve Rektum 8
Prostat 6
Kadin Meme 24
Kalin bgirsak 9
Mide 7
Yumurtalik 6
Nefes borusu, Bran Akciger 6
Losemi 5
Serviks 5

3.1.2. Kanser Tlrleri:

Kanser vicutta yer alan herhangi bir hicrenin aabrggzalmasi sonucu ortaya
cikabildiginden; gerek davrag gerekse tedaviye cevap yoninden 6nemli Ol¢ide
degisiklik gosteren ylzden fazla ggik kanser tlri mevcuttur. Kanser patolojisinde
en onemli konu selim ve malin tumorleri birbirindapirabilmektir. Selim timaorler
cevredeki dokuya ya da vicudun uzak bolgelerinelliyaglan olgtuklar yerde
kalirlar. Buna kanlik malin timdorler hem cevredeki normal dokuya hdenkan ya
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da lenfatik sistem araciiyla viicudun dier bolgelerine yayilirlar. Kanseri tehlikeli
yapan bunlarin yayllma ve metastaz yapma @eiti[4].

Gerek malin gerekse selim timorler tluredikleri leyer gore siniflandiriliriar.
Kanserlerin ¢gu ¢ ana grupta toplanabilir: karsinomlar, sarkamia |6semi veya
lenfomalar.insan kanserlerinin yakdgk %90’in1 oluturan karsinomlar epitelyum
hiicrelerinden kaynaklanan tiimorlerdinsanda az goériilen sarkomlar kas, kemik,
kikirdak ve fibroz doku gibi ba dokusundan gelen solid tumoérlerdir.insan
tumorlerinin yaklaik %7’sini olwsturan I6semi ve lenfomalar ise sirasiyla kan ya da

iImmun sistem hicrelerinden ggti[4].
3.1.3. Kansere Neden Olan Genler

Kanserle ilgkisi olan genler genel olarak iki grupta toplaiunlar proto-onkogenler

ve timor baskilayici genlerdir [35].
3.1.3.1. Proto-onkogenler

Proto-onkogenler, gmnlukla normal hicre buyumesiyle ilgili metabolilolyn
dizenleyici-sinyal molekullerinin ve apoptotik mietdik yol proteinlerin genleridir.
Proto-onkogen, normal protein Urinunighevi hicre c¢c@almasini sglamak olan
ancak hucresel transformasyonu indikleme kapas#ese potansiyeline de sahip
olan gendir [35]. Onkogenler proto-onkogenlerinyeayonlaridir ve proliferasyon
ve hicre sinyalinin aktivasyonunda normal hicredeéshemli roller oynarlar. Bu
genler orngin gen amplifikasyonu, sori ekspresyon, nokta mutasyon, insersiyonel

mutasyon veya translokasyon 6zgu anormalliklertd bkle gelirler [36].

Onkogenler dominant etkilidir.ister anne ister baba kdkenli proto-onkogen
allellerden birinin mutasyonu, hiicre déngusununelilrgini sgslayan bir aktif
sinyal moleklli ya da antiapoptotik bir molekilralaislev kazanmasi icin yeterlidir
[35].
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Normal gen r | mutasyon

| ‘ﬂcre bayumesins koutrol eden) i )ucrelerin kontrolsiz bolinmes)

Sekil 3.1. Onkogenlerin Mutasyonu [5]
3.1.3.2. Tumor Baskilayici Genler

Tamor baskilayici genlerin fonksiyon kaybi insamsexlerinin bglama vel/veya
ilerlemesinde 6nemlidir [5]. Tumor baskilayici gemletkileyen kodlayici bélgedeki
yanlis anlaml mutasyonlar, proteinin buyUglinu ve aktivitesini d@stiren caitli
eksilme, artma ya da cerceve kaydiran mutasyontdeipin aktivitesini azaltir ya da
tamamen ortadan Kkaldirir [35]. Tumor baskilayicinlge kanser hicrelerinde
genellikle aktif dgildirler [36].

3.2. Heterozigotluk Kaybi (Loss of Heterozygosityl,OH)

insan ve dier 2n kromozomlu syli Ureyen canlilarda biri annedengelii babadan
olmak Uzere her kromozomdan bir ¢ift bulunur. Bwrkozomlar Uzerindeki duzenli
tekrar bdolgeleri homozigot veya heterozigot durummdunurlar [37]. LOH vicut

hiicrelerinde heterozigot bir lokusta bir allelirykalmasi olarak tanimlanir [36].

Cogu insan kanseri genomik kararsizlik, ¢coklu genel&gisikliklerin toplanmasi ve
genom boyunca allelik dengesizlik ile karekterizilie Genetik materyal kaybi solid
tumorlerde en sik gbzlenen genetikgidandir ve bunun en yaygin mekanizmasi timor
baskilayici gen inaktivasyonudur. LOH allelik desigégin en yaygin formudur ve
LOH'un kefi tumor baskilayici genlerin bulungu genomik bdélgelerin belirlenmesinde

ve farkli timor tiplerini, patolojik evresi ve ilemeyi belirlemede kullaniimaktadir [30].

Insan genomu mikrosatellit (MS) denilen 100.000't&zria nukleotit tekrar bolgeleri
icerir. Bunlar birbiri ardina siralanan DNA tekisgkanslaridir ve insan genomunda ¢ok
sik ve yiuksek polimorfik genetik elementleri ifagelerler. Bu DS markirlari PCR
amplifikasyonlar ile gen haritalama, glanti analizlerinde ve LOH analizleri igin
kullanthir [38].

11



Alfred Knudson, Retinoblastoma Uzerine ygpmutasyon ve kanser adli gahasinda
ilk defa tumor baskilayici genlerin fonksiyonlarkaybetmesine neden olan iki olaydan

bahsetmektedir. Bu olaylar Knudson’un ikili vgrbipotezindesu sekilde gerceklsr;
1.vurws: Allelerden birinin kaybolmasi

2.vurws: 1.vurysla kaybolan bélgenin kaisina denk gelen bolgedeki mutasyonlarla veya
ornesin  promotor metilasyonu veya histon deasetilasyagibi transkripsiyonun

sessizlgtiimesi aracilgiyla ikinci allelin inaktive edilmesi [3, 37].

Kanser gekimi icin timor baskilayici genlerin her iki kopyanda inaktive olmasi
gerekir. Bu nedenle kromozomlarin blyuk kayiplaengjlikle timoér baskilayici
genlerin inaktivasyonu ig¢in bir kaldur [3, 37].

I o am al 1. ~arus 2 varug
tiumn &y (LOH, ¢mutasyon va da
baskilapie delesyroan) mEN &

et el spr e syoranda
azalm a)

Sekil 3.2.Knudson’un c¢ift vurg hipotezi [§

Knudson’un cift vurg hipotezini ortaya koymasindan bu yana bu hipoteai yaday
tumor baskilayan genlerin bulunmasinda kullargimiBu hipotezde bahsi gecen LOH
analizi kromozomlar Gzerindeki mikrokayiplarin bafnasinda kullanilan bir haritalama
teknigi olmustur. LOH analizi sonucunda kayip sighin yiksek oldgu boélgelerdeki
genler incelenerek kanserde tumor baskilayici génaoo6zellgine sahip genler

belirlenebilir.
3.2.1. LOH Mekanizmasi

Heterozigotluk kaybi, birkag fakh mekanizma ile ydana gelmektedir. Bu

mekanizmalar:
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1.Delesyon

2.Gen dgisimi

3.Tek veya cift homolog olmayan mitotik rekombinasy
4. Translokasyon

5.Kromozom kiriklari veya kaybi [36]
3.2.2. Heterozigotluk Kaybinin Belirlenmesinde Kulanilan Metotlar

3.2.2.1. Mikrosatellit Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, Polymerase Chain
Reaction (PCR))

LOH analizi timor baskilayici gen yakinlarindakilipwrfik markir kayiplar ile
tanimlanmaktadir. LOH analizinde siklikla mikrosi#té@CR kullanilir. Mikrosatellitler
genom boyunca @gamis dindkleotitlerden veya trintkleotitlerden ean kisa dizenli
tekrar dizileridir. Genellikle kicuk ve belirli DNAdizileri oldusundan PCR ile
cogaltilabilirler. Bilgi vermeyen vaka sayisini azadtkn icin populasyonda yuksek
oranda heterozigotfia sahip olan markirlari kullanmak onemlidirgdf hasta segilen
mikrosatellit lokusu icin homozigot ise; PCR’dannsa ayni blyuklukte mikrosatellit
alleller olwur ve kapiler elektroforezde tek pik, poliakrilanyél elektroforezinde ise tek
bant olymaktadir. Bu durum iki allelden birinin kaybolmgdu ve bu hastanin bu
markir icin bilgi verici olmadiini gosterir. PCR’dan sonra farkli buyuklikte adlel
olusursa ve kapiler elektroforezde iki pik, poliakrilajel elektroforezinde ise iki bant
goruliyorsa bu o DNA'nin heterozigot olglunu gosterir. Eer normal doku DNA'sI
kapiler elektroforezde iki pik, poliakrilamid jelektroforezinde cift bant oktururken
tumorli doku DNA'sI tek pik veya tek bant eturuyorsa bu timorlt dokuda allellerden

birinin kaybold@gunu gdsterir [36]. Bu olaya heterozigotluk kaybO(H) denir.
3.2.2.2. Karyotip analizi:

Karyotip analizi gen delesyonlarinin belirlenmegniullanilan metotlardan biridir.
Kromozomal anormallikleri inceler. Karyotip analizilyik delesyonlari belirlemesinde
lyi bir metottur fakat metafaz safhasindaki huatelesinirhdir ve kiciuk delesyonlarin

belirlenmesinde yetersizdir [36].
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3.2.2.3. Floresann situ Hibridizasyon (FISH) :

Floresanin situ hibridizasyon hem metafaz hem de interfganaasindaki hicreler icin
tumor htcrelerindeki delesyonu belirlemede iyirbetottur. Lokusa 6zel problarla hedef
bolgelerdeki delesyonlar belirlenmektedir. Bu mett kicik delesyonlarin tespit

edilmesinde sinirlidir [36].
3.2.2.4. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm (REP) analizi:

Bu metotta hedef gen boélgesi 6zgul primerler kullaak PCR ile c¢galtilir. PCR
aranleri taninan DNA bdlgesine 6zel restriksiyoreierleri (RE) ile kesilir. LOH'un
RFLP ile tespiti, incelenen gen kendi kodlama sytasbelirli bir RE tarafindan taninan
bir DNA polimorfizmi icerdiginde mumkin olabilir. Eer hasta bu polimorfizm igin
heterozigot ise normal dokuda RFLP sonucu iki ai@ilirken LOH olan hastalarda

RFLP sonucu normal dokuda iki allel timaorlt dokuelaallel goralr [36].
3.2.2.5. Tekiplikgikli Uygunluk Polimorfizmi (SSCP) :

SSCP analizi tek zincirli nikleik asitlerin elelfioetik olarak sekanslarindaki kiguk
farkhliklara gore ayrilmasidir. Bu yontemle tek zbalesisikliklerini belirlemek
mimkundir. Bu yontemde kullanilan non-denaturaterngé tek iplikcikli DNA'da
olusan deisimin jelde yurime farkhfiinin belirlenmesine dayah bir yontemdir.
Tumorlt ve normal dokularin PCR trlnlerinin SSCRliansonucu hedef gendeki LOH
tespit edilebilmektedir [36].

3.3. Mesane Kanseri

Mesane vucutta idrar depolamakla gorevli kes&linde bir organdir. Mesane
kanserinin evrelerinin daha iyi aglbilmesi icin mesanenin histolojisini bilmek

gerekmektedir.

Mesane histolojik olarak mukoza - submukoza, miemkithbaka ve seroza olmak

Uzere ¢ tabakadan el [39].

1) Mukoza ve submukozaMukoza transizyonel (gigsici) epitel hicreleri ile

ddésenmitir. Degisici epitel hicreleri mesane paken 4-8, dolu iken 2-3 kat
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hicreden olgan tabakalar halinde dizilirler. Mesanesbken oval ve kuboid yapida

Submukozal tabaka (lamina propria), mukozal baza&mbran ile muskularis
propriadenilen gercek kas tabakasi arasinda uzaesagjn bir damar @, lenfatik
damarlar, elastik ve kollajen lifler iceren galokusu tabakasidir. Kaliglaa
degisken olup trigonve mesane boynunda genellikle incdderisinde damargna
yakin seyreden diuzenliveya duzensekilde diz kas demetleri bulunur. Mesane
tumor evrelemesinde bubdlgede goérilen timorler mazas invazyonu yapmi
izlenimi vererek yanyi evrelemeye neden olabilir. Bu lokalizasyondaki kapilari

ile muskiiler tabakabirbirine katiriimamalidir [39].

2) Muskiler tabaka icte ve dgta longitudinal, ortada sirkiler seyirli kas

demetlerinden meydana gelir [39].

3) SerozaFibroelastik bir tabaka olup damarlar ve sinirigerir. Cok sayida ya

hicresi mevcuttur [39].
3.3.1. Mesane Kanserinin Epidemiyolojisi

Mesane kanseri cok sik meydana gelen kanserleldéir.iGelismis Ulkelerde bgnci,
dinya genelinde dokuzuncu en yaygin kanserdir. ylledlinya genelinde yakj&
357.000 yeni vaka ve 145.000 6lume neden @ldhesaplanmaktadir [3, 40]. Ayrica
endustrilgmis Ulkelerde veSistomiyasisin yaygin oldiu endemik bélgelerde mesane

kanserine daha sik rastlanmaktadir [40].

Mesane kanserinin riski yaile birlikte artar. En fazla olarak 50-70 gyarasinda
gorulmektedir [2]. C8u populasyonda mesane kanseri erkeklerde kadiotarda 3-4
kat daha fazla oranda gorulir. Bu farkin temel nézte olarak erkeklerin kadinlara
oranla daha fazla sigara icmeleri ve aromatik aenigibi kimyasal maddelerle daha
fazla temas halinde olmalaridir ki aromatik aminlersigara mesane kanserinirsliza
nedenleri arasinda gosterilmektedir [41]. Mesames&d ayni zamanda kentsel alanlarda
kirsal alanlara gore daha fazla oranda gorular. [42]

Transisyonel hicre karsinomu (TCC) her ne kadartotys dagilimlar farkli
populasyonlarda ggsse de en sik rastlanan histotiptir. Amerika'da bgyapulasyonda
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mesane kanserlerinin %93'0 TCC iken bu ulkedekialsiypopulasyonda bu oran
%385'tir. Misir'da ise TCC orani ¢ok dahasditttir [41].

Her ne kadar Kuzey Afrika ve Bati Asya yuksek ralniysa da Avrupa ve Kuzey
Amerika’da da yuksek insidans orani bildirikti. Avrupa'da erkeklerde yiksek
insidans orani Kuzeitalya, ispanya vdsvicre’de 100,000'de 30 iken Almanya, Bjile
Kralllk ve Fransa’'da ortalarda, @o Dogu ve Kuzey Avrupa Ulkelerinde dahasdi
oranlardadir. Olim orani Danimarkgglya, Malta vdspanyada 100,000'de 9 ikisveg,
Finlandiya velizlanda'da yakkak 100,000'de 4 olarak bildirilngir. Kadinlarda en
yuksek olim orani 100,000'de 2-3 ile Danimarka &gk krallikta bildirilmistir [41].

3.3.2. Mesane Kanserinin Histopatolojik Tipleri
Mesane kanserinin Blaca tc¢ histolojik tipi vardir [43, 44]. Bunlar:

1-Transisyonel hiicreli karsinontrotelyal karsinom da denir. Mesane kanserleri

icinde dgerlerinden daha fazla oranda goralur, tim mesamasdtkerinin yaklgik
%90'In1 olwturur [43, 44].

2-Skuam6z hicreli karsinanBu tip daha az yaygindir ve genellikle invazifisu

karsinom c¢gidi tim mesane kanserlerinin yafla %5’ini olusturur vesistomiyasis,
kateter yerlgtirme, siklofosfamid kemoterapi gibi kronik mesaimeitasyonlar
durumunda daha yaygindir [43, 44].

3-AdenokarsinomDaha az yaygin ve invaziftir. Bu karsinomgeli sarkom benzeri
lezyonlarla birlikte transisyonel hiicre karsinomel skuamoz hucreli karsinomdan
sonra geri kalan % 5'i okturur [43, 44].

3.3.3. Mesane Kanserinin Derecelendiriimesi ve Eviendiriimesi
3.3.3.1. Derecelendirilmesi:

Derece 1 veya G1 karsinoma: minimal hafif nikledesme, normal veya hafif
bozulmy yapi ve mitoz icermeyen veya nadir mitotik figidsteren, 7 hicre

tabakasindan fazla hicre iceren kakmig Groteliyumdan meydana gelir
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Derece 2 veya G2 karsinoma: belirgin nikleer pledizma, kaba kimelenen

kromatin ve normal yapisinin bir miktar bozulmagosterir.

Derece 3 veya G3 karsinoma: son derece belirginepilkdeisiklikler gosterir.
Hucre sayisinda agfipolaritenin bozulmasi, hiicre boyutunda diizensiblazaldan
yuzeyel mukozaya kadar diferansiyasyonunun yaklukromatin paterninde
farkhlik, artmg mitotik figtrler ve nadiren tumor dev hicrelerinuarhigi olarak
tanimlanan hicresel anaplazi derece 3 karsinom&amakteristik ozellikleri

arasindadir [1].
3.3.3.2. Evrelendirme:
Histolojik evrelendirme tumor-lenf nodu-metastagM evreleme sistemi ile olur.

PRIMER TUMOR (T) :

TO: Primer tumorin kaniti yok.

Ta: Non-invaziv papiller karsinom.

Tis: Karsinom in situ.

T1: Tumor subepiteliyalkonnektif dokuya (lamina pra) invaze.

T2: Tumor yizeyel kas tabakasina invaze.

T3:T3a: Tumor derin kas tabakasina invaze.

T3b: TUmor perivezikal yatabakasina invaze.

T4: TUumor prostat, uterus, vajina, pelvik duvarya@bdominal duvara invaze [45].

Mesane tumorlerinin  diagnozundaki histopatolojileite ilgili olarak farkl

davranglar gosterdikleri kabul edilmektedir [46].

Mesane kanserlerinin ganlugu (%70-80) yilizeysel mesane kanserleridir. Bunlar
disUk derecelidir ve epitelyal bazal membrana nufimezier. Bu tlur timorler evre
Ta olarak tanimlanirlain situ karsinomdaki lezyonlar kesinlikle yiizeyseéti ve

epitelyuma kotu diferansiye (ytksek derece) allawdir. Bunlar yiksek riskli
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lezyonlar olarak kabul edilirler. Kas invazyonuriémesi yaygin daldir. Kas
invazif timdarler genellikle papiller timor hikayesimayan hastalarda tani konulur.
Bunlar kasa niufuz edebilir (T2), mesane duvarintasioe (T3) veya kosgu
hiicrelere (T4) gecebilir [46].

Mesane fimeni
T

Ta irotelyum T4

i situ Non-tnvasif yizeysel kasa derin kasa
karsmom papiller karsinom niifiz nifiz
Komsu
dolalara
gegis

Sekil 3.3. Mesane kanserinin evreleri [}6

LENF NODU (N) :

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok.
N1: En blyuk ¢capi 2 cm veya daha kiguk olan bie taetastatik lenf nodu.

N2: Capl 2 cm’den buyldk, ama 5 cm’den kiguk biretametastatik lenf nodu veya

hicbirisinin capl 5cm’den biylik olmayan coklu lemidu metastazi.
N3: En blyuk capi 5cm’den blyuk lenf nodu metagi&].

UZAK METASTAZ (M)

MO: Uzak metastaz yok.

M1: Uzak metastaz v4#45].
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3.3.4. Mesane Kanserinin Nedenleri

Kansere yol acan maddelere karsinojen denir vedo@gdrek deney hayvanlari tzerinde
gerekse insan topluluklarinda kanserlerin rastlasmégini inceleyen epidemiyolojik
calismalarla belirlenmgtir. Timarlerin gelgimi cok aamali bir flem oldigundan bircok
degisik faktor kanserin ortaya ¢ikma olagihi etkileyebilir. Bu yiizden bir tek maddeyi
kanserin nedeni olarak gostermek mumkuglde [4].

3.3.4.1. Cevresel Etmenler

Sigara icimi ve mesane kanseri arasindakikiyi arastirmak amaciyla bircok
calisma yapilmgtir. Bu calgmalarin ortak sonucu mesane kanseri ile sigaraiigim
arasinda bir ikinin var oldudur [2, 47, 48, 49].

Sigara dumaniyla birlikte viicuda pek ¢cok kimyadairaaktadir. Bu nedenle sigara
iciminin  mesane kanseri mekanizmasi Uzerindeki setkikesin olarak
bilinememektedir, fakat bu kimyasallardan 2-naftila ve 4-aminobifenil egiphel
iki kimyasal ajan olarak gorulmektedir. Sigaradékesiklerin mesane Uzerindeki
karsinojenik etkilerinin yaninda, mesane epitelkideperplazi temel alinarak sigara

iciminin proliferasyonu arttirga bulunmutur [48].

Diger tutin urdnleri ve mesane kanseri arasinda hemizaslanti bulunamangtir.
Diger tutunlerin de sigara tutunu ile yaklka ayni icerge sahip olmasi nedeniyle
pipo ve puro gibi dier tatin akkanhklarinin biyolojik olarak mesane kanserine yol

acmasi olasidir [48].

Genel olarak mesane kanseri erkeklerde kadinlaemlaric kat daha fazla
gorulmektedir [3, 41]. Mesane kanseri gortlme riskla beraber artmaktadir [3].

Yapilan calgmalarda mesane kanseri ile aile dykisu arasinddifimin oldugu
tespit edilm§ olup mesane kanserine yakalanan bireylerin aifeler de kanser

oykusune rastlanmtir [50].

Idrar yolu hastaliklari da mesane kanseri iginisk faktoriidiir. Orngin sistomiasis
Schistosoma haematobiwm’ neden oldgu bir idrar yolu hasta@adir ve bu

hastalgin mesane kanseri insidansini belirgin dl¢ctderdrg bildirilmi stir. [28, 51].
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Pek cok calima meyve ve sebze tiketiminin mesane kanseri riskalttgini
gostermgtir. Asirt sivi alimi da mesane kanseri riskini azaltmakta cinki
drinasyonu arttirmakta, dolayisiyla da mesane lepigekarsinojenlerin birbirleriyle
temas silresini azaltmaktadir. Fakat klorlu su meld mesane kanseri riskinin
artabilecgi, arsenikle kirlenmy icenlerde ise kesinlikle mesane kanserinin apiaca
bildirilmi stir [41].

Mesane kanseri riski ile kahve tiketimini girean yaklaik 30 kadar cajmada
kahve icenlerde kahve i¢cmeyenlere oranla daha famksane kanseri riski
tasidiklarini gosterngtir. Fakat bu ¢agimalarda kahvenin dozu ve suresi ile ilgili bir
bilgi bulunmamaktadir [41].

Sigara iciminden sonra, meslek faktori de mesanesétaicin en buytk ikinci risk
sayllmaktadir. Aromatik aminler Gretimi, renk masidéiretimi, boyama, plastik
dretimi, aliminyum enddstrisi, deri endustrisi gddanlarda c¢ajanlarla kamyon

calisanlan ve dger soforlerde mesane kanserine daha sik rastlanmaktdir

Tablo 3.2: Mesane kanserine neden giduahmin edilen ¢cevresel etmenlegiutiar

ve maruz kalmaekilleri [44]

Maruz Kalma
Etken/Kosul Mesleksel Tibbi Sosyal

Alkilleyici maddeler:

Siklofosfamid +

Aromatik aminler:

4-Aminodifenil +

Benzidin +

2-Naftilamin +

Kloronafazin +
Iyonize radyasyon + +

Etkenle karsilasma durumlart:

Baca temizleyicilgi +
Aliminyum drtnlerin kullanimi +
Komuar katmani damitma +
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Maruz Kalma
Etken/Kosul Mesleksel Tibbi Sosyal

Boyacilik +

Asfaltlama ve c¢ati izolasyonu +

Kaucguk endustrisi +

Sac boyayicifii +

Parazitler:

Schistosoma haemotobium +
Sigara dumani +
Pasif sigara icicifii +

3.3.4.2. Genetik Faktorler

Mesane kanserine neden olan genetik etmenlegmdea timor baskilayici genlerin

inaktiflesmesi ve onkogenlerin aktif§enesi gelmektedir [3].

Yuzeysel dgik dereceli mesane kanseri, yuksek dereceli veirkeazif mesane
kanserinden daha farkli bir yga sahiptir. D&k dereceli papiller tumorler siklikla
PGFR3 ve HRAS proto-onkogen aktivasyonunu gostetaaak[52].

Cogu kas invazif tumorler, 6nceden var olan Urotelgatsinom in situ, yiksek
dereceli intraepitelyal neoplazmdan kaynaklanirsudikla TP53, RB ve PTEN
tumor baskilayici genlerdeki gigimleri gosterir. Bununla birlikte bu tumorler go
karyotip deisimini ortaya koyarlar ve buyuk olasilikla onkogereya tiumor
baskilayici genlerdeki ek mutasyonlar in situ tller@ien invazif timoérlere

donisimde rol oynar [52].

Birgcok calsmada, bilinen onkogen ve timdr baskilayici genledarumlari
belirlenmg ve mesane kanserindeki yeni genomik olaylari tsammak icin yaygin
kromozomal dgisiklikler arastiriimistir. Cogu calsma tim derece ve evreleri iceren

tumorlerin bir serisini tanimlargtir [46].
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Tablo 3.3: Transiyonel hiicre karsinomunda bilinen genlerinegik ve epigenetik

desisiklikleri [46]

Gen (sitogenetik| Degisiklikler Frekans/Klinik ili ski

lokasyonu)

ONKOGENLER

HRAS (11p15) Mutasyonla aktiflgme | Tum derece ve evrelerde %10-15
INRAS (1p13)

IKRAS2 (12p12)

FGFR3 (4p16)

Mutasyonla aktifiee

Agirhikh olarak diguk derece ve

evrelerde %30-80

ERBB2 (17q) Amplifikasyon/ A4iri | Yiksek derece ve evrelerde %10-
ekspresyon 14’Gnde amplifiye
CCND1 (11913) Amplifikasyon/ #ri | TUum derece ve evrelerde %10-20
ekspresyon
MDM2 (12q13) Amplifikasyon/ Airi | Yiksek derecede %4 amplifikasyan;
ekspresyon diUsUk derece, @ri ekspresyon ~%30
E2F3 (6p22) Amplifikasyon/ #r1 | TUmor hicre cizgilerinde
ekspresyon amplifikasyon ve T1 ve daha st
tumorlerde %11
TUMOR BASKILAYICI GENLER
RASSF1A (3p21) Metilasyon Tuminde %62 ; yuksek eder
ilerleme
FHIT (3p14) Delesyon/Metilasyon| In vitro Grotelyal transformasyon
esnasinda delesyon; &@o kas
invazif, timinde%40 LOH; %61
ekspresyon diiist; %16 metilasyon
CDCKN2A (9p21) Homozigot Yuksek derece ve evre %20-30; tiim
delesyon/Metilasyon | derece ve evrelerde LOH %60; |in
/Mutasyon vitro 6limsuzleme

PTCH (9922)

Delesyon/Mutasyon

TUm derece ve exdel&60 LOH,;
disUk mutasyon frekansi

DBC1 (9932-33)

Delesyon/Metilasyon

Tim derecewelerde %60 LOH

TSC1 (9g34)

Delesyon/Mutasyon

TUm derece ve evteleo60 LOH;
~%13 mutasyon

PTEN (10023)

Homozigot
/Mutasyon

delesyc

iKas invazifte %30-35 10q LOH;

Yuksek derecede %17 mutasyon

RB1 (13q14)

Delesyon/Mutasyon

Overal %10-15, kaazif %37

TP53 (17p13)

Delesyon/Mutasyon

Kas invazif %70
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Tablo 3.4: Transiyonel hicre karsinomunda LOH analizi ileidbeten yaygin
delesyon bdlgeleri [46]

Sitogenetik lokasyon | Frekans (%) Klinik parametrelerle ili skisi
3p 48 Evrelerde
4p 22 Hicbiri
4q 24 Yuksek derece ve evre
8p 23 Yiksek derece ve evre
9q 60 Hicbiri
11p 40 Derece
11q 15 Hicbiri
14q 10-40 Evre

Tablo 3.5: Transiyonel hicre karsinomunda yaygin bulunan komal
degisiklikler [46]

Tamor | Kayiplar Eklemeler Amplifikasyonlar

evresi

Ta 9p, 9q, 10q, 11p, Y| 1q, 17, 209 11q

T1 2q, 4p, 49, 5q, 649,19, 3p, 39, 5p, 6p,1922-24,3p24-25, 6p22,
8p, 9p, 9q, 10q,8qg, 10p, 179, 19p,8pl2, 8qg22, 10pl2-14,
11p, 11q, 13q, 17p,19, 20p, 20q 10922-23, 11913, 12g12-
18p, 18q, Y 21,17921, 20913

T2-4 T1+15q pT1+7q, Xq pT1l

Mesane kanserlerinde en sik gorilen LOH kromozodad@tr. Kromozom 9’daki
LOH mesane tumdrlerinde derece ve kademe ne olisan yaklaik %50 ve
Uzerinde bulunmgiur. LOH kritik bolgeleri hem 9p hem de 9q’da hal@ndiriimstir
[46]. Kromozom 9g'daki LOH transiyonel hicre kawmmnunda (TCC) en sik
rastlanan genetik desikliktir ve bu 9g’'da mesane kanseri ile ilgili bueya daha
fazla tumor baskilayici genin vafina karet eder [26]. Yapilan cainalar
sonucunda 9p’de bir bdlge (9p21) ve 9qg’'da en azddige (9922, 9932-q33 ve
9g34)'de kayip boélgeleri haritalandirilghr. Bu bélgeler icin aday genler 9p21'de
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CDKN2A/ARF (pl16/p14ARF) ve CDKN2B (pl5), 9922'de €H, 9932-933'te
DBC1 ve 9g34'te TSC1'dir [46].

1llp’deki heterozigotluk kaybr pTa tumorlerinin Hamni kapsayan mesane
tumorlerinin %40’inda bulunmytur fakat yuksek dereceli ve evreli timdrlerde daha
yaygindir. 11p lizerinde 6nerilen hedef CDKN1C'@is ") [46].

Karsilastirmali genomik hibridizasyon (CHG) ile 1q, 17 v@gda artma, 11q
amplifikasyonu ve 10q kaybini icerengdr kopya sayisi dggsiklikleri tespit
edilmistir, fakat bunlarin hicbirisi sik ggdir [46].

11g amplifikasyonu Rb yofa tzerinden G1 ve S fazlarinda hicre dongusunidn
dizenlenmesinde yer alan siklin D1 genini (CCDgYiig[46].

Kromozom 13g’nun yeniden dizenlenmesi ve delesyontaesane kanserinde

yuksek siklikla gorulir ve Rb geninin inaktive oknde iliskilendirilir [52].

Kromozom 17p13'te TP53 lokusunda mutasyonlar vesign trotelyal karsinom in
situ'de siklikla meydana gelir. TP53'teki mutasysadece onun fonksiyonunu
bozmaz fakat immuinohistokimyasal olarak saptanaB pBoteininin cekirdekte
birikmesine neden olarak normal ubikutinasyonu #aegeYapilan cakmalarda p53
mutasyonu ve ¢ekirdekte birikmesi arasinda anlamiii ski tespit edilmg olmasina
ragmen ¢@u calsmada cekirdekte birikmenin mutasyonaglbaolmadan da
gerceklgebilecgi dustnulmektedir. Dier p53 hedef proteinlerinin  mesane
kanserinin prognozunda ve progresyonunda énemiiobimynadiklari gorilmektedir
[52].

Mesane kanseri yamin ge¢ yillarinda ortaya cigtiigin birgok kalitsal dgsimin
tumor gelgimi icin gerekli old@gunu digtiindirmektedir. Bu yizden diagnozda biyik
tani gruplarini temsil eden glik dereceli pTa'da ¢cok az genetik gogkliklerin

tanimlanmasgasirticidir. Dsik dereceli pTa tumoarleri genetik olarak stabi[dig].

Mesane kanserinde en heyecan verici bulgu FGF t@s8pgeninin mutasyonudur.
Mutasyonlar genelde urotelyal papillomda bulugtau[46].
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HRAS mesane kanseri hicre hatlarinda ilk tanimlamakogen olmasina ganen
HRAS mutasyonu ve mesane kanseri arasinda kesiiligdir belirlenememitir.
HRAS mutasyon sikii %0 ile 84 arasinda @gsmektedir. HRAS mutasyonu
tumorogenez icin cok 6nemli olmasa da RAS yoluliddelFGFR3 gibi tirozin kinaz
reseptor aktivitesini arttiriimasinda 6nemli bid ynar. FGFR3'teki aktivasyon
mutasyonlar ylzeysel mesane kanserlerinin yukgekigminda ve invazif mesane

kanserlerinin az bir kisminda rastlagtm[52].

Yuzeysel transiyonel hiicre karsinomunda FGFR3 myatasgibi invazif timorlerde
tanimlanan ¢gu olayda MAPK vel/veya PI3-kinaz y@aaktive olabilir. ERBB2
(17923), EGFR gen ailesinin bir tirozin kinaz re@epdir. Bu invazif Grotelyal
hiicre karsinomasinin %10-50’sindgire eksprese olur. Ras genleri bazi invazif
urotelyal hiicre karsinomalarda mutasyogggamstir. insan timor hiicrelerindeki in
vitro deneyler HRAS'In, EGFR ekspresyonunu artgma ve invazif fenotipe neden

oldugunu gostermektedir [46].

Mesane kanserlerinde seyrek olarak (%4-6) MDM2 @&yl14) amplifikasyonunu
goralir. immunohistokimyasal olarak MDM2 proteinirsia ekspresyonu mesane
kanserlerinin %20-30’unda bildirilrgtir. MDM2, p53 seviyesini belirlerken onun
asir ekspresyonu p53 fonksiyonunu inaktive edebiddternatif bir mekanizmayi
temsil eder [46].

MYC geninin mesane kanserindesira eksprese oldiu gosterilmgti. MYC
drinunan ekspresyonunun tumor derecesi ikkillioldugu distintlmektedir [53].
Fakat bunun mekanizmasi tam olarak bilinmemektéter. ne kadar 8q’nun yiuksek
dizey amplifikasyonu bazi invazifiirotelyal hicrediaomalarda bulunsa da MYC

bunlar icin hedef olarak gérinmemektedir [46].

ERB-B2 (HER-2/neu) onkogen urtininin eksprestonuasame kanserinde sik sik
rastlanmaktadir. Bu gen drundndngire ekspresyonu artan tumor derecesi ile
ili skilidir [53].

Mesane tumorleri ve hicre cizgilerinde 6p’de taaman mutasyonlar E2F3genini

kapsar. Kas invazif Urotelyal hicre karsinomlaringaklasik %140 E2F3
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amplifikasyonuna sahiptir. E2F transkripsiyon faktilesi yedi gen icgerir, bu
genlerin birkaci etkilgm icindedir ve Rb ile diizenlenir [46].

TP53, RB, p21 ve pl6'daki gsikliklerin birikimi bircok calismada gdsterilngtir.

Bir calismada tiumor érnekleri p53, RB veya p2isidami ile karakterize edilngtir.

Bu calsmalar dgerlendirildiginde sonug¢ olarak TP53 ve RB bozulmasi htcre
dongusu regulasyonu ve hicreg skalimindaki gorevleri dgrultusunda invazif

mesane kanserinde dnemli bir rol oyrgada dair gucli kanitlar sunulmaktadir [52].

26



BOLUM 4
MATERYAL VE YONTEM
4.1. Materyal

Bu calsmada, yirmi bg mesane kanserli hastaya aiglgd! ve timorlt doku orng
kullanildi.

4.1.1. Cihazlar ve kimyasallar

-DNA izolasyon Kkiti (Qiagen, Almanya), Derin dondeu (ALASKA),
Spektrofotometre (Nanodrop, Amerika), PCR (Gene AMRER System 9700,
Amerika), Vorteks (Elektro-mag, Turkiye), Mikrodalgfirin (Arcelik, Turkiye),
Yatay elektroforez sistemi (Bio-rad, Amerika), GHaynazl (Bio-rad, Amerika),
Hassas terazi (OHAUS, Amerika), Jel goruntilemesis(Vilber Lourmat, Fransa),
pH metre (Hanna, Amerika), Dikey elektroforez sisit¢Bio-rad, Amerika), Isiticili
manyetik kawgtirici (Elektro-mag, Turkiye) ve baliklar, Calkalay (Selecta,
Ispanya), 1000 pllik, 200 pllik, 100 pllik ve 1@/llik mikropipet (Ependorf,
Almanya), 10X Buffer (Fermentas, Kanada), Mg(Hermentas, Kanada), pEDTA
(Merck, Almanya), Tris (Vivantis, Malezya), Agarq¥ivantis, Malezya), Etidyum
bromir (Merck, Almanya)izopropil alkol (Amresco, Amerika), Tris Base (Vi)
Malezya), Borik asit (Merck, Almanya), EDTA (MerclkAlmanya), Akrilamid
(Vivantis, Malezya), Bisakrilamid (Vivantis, Malea), APS (Vivantis, Malezya),
TEMED (Vivantis, Malezya), Kristalize tUre (Amrescé&merika), GUm§ nitrat
(Merck, Almanya), Sodyum karbonat (Amresco, Amexik&odyum tiyosulfat
(Amresco, Amerika), Formaldehit (Merck, Almanya)la€yel asetik asit (Merck,
Almanya), 1000ul'lik, 200ul'lik ependorf PCR tupiéGreiner bio-one), Steril 1000
pllik, 200 pl'lik, 100 pl'lik ve 10 pl'lik mikropipet uclari (Greiner bio-one), Mezlr,
beher, steril cam pipetler, puar, dNTP (dGTP, dAGETP, dTTP) (Fermentas,
Kanada), Primer(3’-5")(Sigma).
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4.2. YOontem
4.2.1. DNAIzolasyonu:

Yirmi bes mesane kanserli hastanirglgdl ve timorlt dokularindan taze érnekler
alinmstir. Alinan bu taze dokulardan Qiagen DNA izolasykiti kullanilarak

DNA’lar izole edilmistir.
4.2.2. DNA'larin Hazirlanmasi:
-Elde edilen DNA’larin spektrofotometrik dlcimligm@pilmstir.

-Spektrofotometrik 6lcim sonuclarina gore DNA’landaOng/ul olacalsekilde 50ul
cOzelti hazirlanngtir.

-Kullanilan DNA’larin spektrofotometrik 6lcimleriev hazirlanma olguleri Tablo

4.1’de verilmitir.

Tablo 4.1: izole edilen DNA'larin spektrofotometrik Olcim sofarg ve
konsantrasyonlarinin 50ng/pl’a seyreltiimesi icarekli DNA ve ddHO miktar

DNA Spektrofotometrik Cozeltiye eklenen Cozeltiye eklenen Toplam ¢ozelti
ornegi | o©lcim sonucu (ng/ul) DNA miktari (ul) ddH20 miktari (ul) hacmi (ul)
IN 63, 88 39, 14 10, 86 50
1T 59, 60 41, 95 8, 05 50
2N 23,05 100 - 100
2T 13,72 200 - 200
3N 61, 13 40,9 9,1 50
3T 54,11 46, 2 3,8 50
4N 41, 29 60 - 60
4T 201, 89 12,4 37,6 50
5N 83, 29 30 20 50
5T 132, 82 18,8 31,2 50
6N 86, 05 29 21 50
6T 86, 23 29 21 50
7N 79, 44 31, 47 18, 53 50
7T 213, 62 11,8 38,2 50
8N 94, 31 26,5 23,5 50

28



DNA Spektrofotometrik Cozeltiye eklenen Cozeltiye eklenen Toplam ¢ozelti
ornegi | Olcim sonucu (ng/ul) DNA miktari (ul) ddH20 miktari (ul) hacmi (ul)
8T 81, 42 30,7 19,3 50
9N 58, 67 42,6 7,4 50
9T 41, 09 60 - 60
10N 32,30 70 - 70
10T 37,92 70 - 70
1IN 34,74 70 - 70
11T 99, 96 25,1 24,9 50
12N 239, 34 10,4 39,6 50
12T 48, 16 55 - 55
13N 21,31 150 - 150
13T 109, 44 22,8 27,2 50
14N 75,76 33 17 50
14T 73,81 33,9 16,1 50
15N 50, 68 50 - 50
15T 174, 63 14,3 35,7 50
16N 165, 82 15 35 50
16T 149, 18 16, 76 33,24 50
17N 12,32 250 - 250
17T 10,7 250 - 250
18N 9, 46 250 - 250
18T 10, 05 250 - 250
19N 31,1 70 - 70
19T 84, 65 29,5 20,5 50
20N 77,38 32,3 17,7 50
20T 331, 89 7,5 42,5 50
21N 55, 85 44,8 5,2 50
21T 34,02 70 - 70
22N 46,9 60 - 60
22T 219, 19 11,4 38,6 50
23N 626, 37 3,9 45,1 50
23T 227,79 11 39 50
24N 264, 46 9,5 40,5 50
24T 195, 63 12,7 37,3 50
25N 349, 54 6,4 43,6 50
25T 287, 8 8,7 41,3 50
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4.2.3. Primerlerin Hazirlanmasi:
Gerekli ¢cozeltiler:

1) 1M Tris ¢ozeltisi

2) 0, 5M EDTA c¢ozeltisi

3) 10: 1 Stok TE ¢ozeltisi

4) 1:0,1 TE ¢oOzeltisi

Hazirlanisi:

-Liyofilize gelen primerler steril ddH20O ile 100 miul olacak sekilde

sulandiriimgtir.
--Elde edilen ¢ozelti -AC saklanmytir.

-Kullanimdan ©nce primerler ciftler halinde alinard:0,1 TE c¢ozeltisi ile

sulandiriimgtir.
4.2.4. PCR:
4.2.4.1. PCR’da kullanilan primerler

Tablo 4.2: PCR’da kullanilan primerler, dizilimleri ve PCRUiir bayUklgu

PCR Urun

Primer Adi Primer Dizilimi biyiikli gii (bp)

fleri | 5'-~AGTGGCCATCTGTATTGGTC-3'
D4S2909 246-252
Geri|5-CAACTGCTACNCTTACCTTTC-3'

fleri | 5-TATTTCCAACACCCCTGCTA-3'
D4S1647 132-152
Geri| 5-AAGCAAAGAGGATTGAAAGTG-3'

fleri | 5-GAATGCTCTCCAGTTACTGATAAAG-3'
D4S1564 132
Geri|5-AAACCGTGGCAAAGGAAATAAAAAC-3'

Ileri | 5'-~AACTAGGCTGCTTCCCAGAT-3'
D4S2623 200-241
Geri|5-GCCAGATACATGGCTAAGGA-3'

D4S406 |ileri |5-GAAAGGCAGAGTCATAACAGGAAG-3' |[205
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PCR Urdn

Primer Adi Primer Dizilimi R
bayuklugu (bp)

Geri| 5-TAAGGATAGAGTGATTTCCAAGAAAG-3'
fleri |5-ATAATATCCTTTGATCCTTTCGCTA-3'

D4S407 111-135
Geri| 5-AAATTTGGTTATTTTTAAGCAAACT-3'
Ileri |5-TACTGTGTTGCCCAAGGTGCTC-3'

D4S402 221
Geri|5-ACAAGGCTTTGGATTAATTTTGTCC-3'
fleri |5'-ACTGGTATGTCCTAACCCCC-3'

D4S2394 : 253-254
Geri|5-GATCTGCAGTTGGATTCTGG-3'
Ileri | 5-TAACATTGACCGCTCCTCTC-3'

D4S1644 186-206
Geri|5-CATCCTTCCTGGTCCCTAGT-3'
fleri |5'-GACTCCAAATCACATGAGCC-3'

D4S1625 182-210
Geri|5-GTCTCTGCATTTGCTGGTTT-3'
Ileri |5-TTTCTGCAGCTACCATGAAT-3'

D4S2979 141-161
Geri|5-TAGTTTGCCAACCCCTAGTC-3'
Ileri | 5-GGTCTGATGAAAATGTTCTCAAGC-3'

D4S408 229-243
Geri|5-TAGACTGGGTTGTTAGGGACTCTC-3'
fleri |5'-AATCCCTGGGTACATTATATTTG-3'

D4S1652 : 138-150
Geri| 5-CAGACATTCTTTATTCTTTACCTCC-3'

izole edilen DNA (50ng/ul) 'lar icin kullanilan 6rké@CR protokolii:

Tablo 4.3: PCR protokolu

Toplam 20 (ul)
MgCl, (50mM) 0.5
10XBuffer 2.5
dNTP 2
Primer F (20 pmol) 1
Primer R (20 pmol) 1
Taq polimeraz (1000 unit) 0.1
DNA 0Ornegi *1,5
dH,O **11.4
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*spekrofotometrik 6lgiim sonucu 50ng/pl’nin  altindaulunan DNA’lar 6lgim
sonuglarina gbére PCR c¢ozeltisine 2, 2,5, 3, 3,5,8,ul gibi dgisken oranlarda

konulmustur.
**konulan DNA oraninda su PCR c¢o6zeltisinden cikarstir.

Her primerin kendine 6zel bir peanma sicakfii vardir. Bu ¢cakmada kullanilan
primerler 52C ile 60°C arasinda dgsen sicakliklarda reaksiyona girmektedir. Her

primerin bglanma sicakfii Tablo 4.4'te verilmgtir.

Tablo 4.4: Her primere 6zel PCR’da kullanilan sicakliklar

D452909 (Sog)ak"k (Sdif(r)e D4S1647 (Se(':c)ak"k (Sd[f(r)e
(IJII(Enaturasyon 94 4 gznaturasyon 94 4
Denaturasyon 94 0,5 w Denaturasyon 94 0,5 w
Baglanma 60 1 o Baglanma 54 1 o
Uzama 72 0,5 ‘é Uzama 72 0,5 ‘é
Final 72 7 Final 72 7
D4S1564 (Sog’)ak"k (Sdif(r)e D452623 (Se(':c)ak"k (Sd[f(r)e
(IJII(Enaturasyon 94 4 gznaturasyon 94 4
Denaturasyon 94 0,5 w Denaturasyon 94 0,5 w
Baglanma 56 1 o Baglanma 56 1 o
Uzama 72 0,5 ‘é Uzama 72 0,5 ‘é
Final 72 7 Final 72 7
P4S406 (Sogz)akllk (Sdii(r)e P4S407 (ch:)akhk (Sd[i(r)e
ggnaturasyon 94 4 gznaturasyon 94 4
Denaturasyon 94 0,5 w Denaturasyon 94 0,5 w
Baglanma 58 1 S Baglanma 60 1 S
Uzama 72 0,5 ‘é Uzama 72 0,5 ‘é
Final 72 7 Final 72 7
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P4S402 (Sogz)akllk (Sdif(r)e P482394 (So(lé',‘)akhk (Sdill(r)e
(IJII(Enaturasyon 94 4 ggnaturasyon 94 4
Denaturasyon 94 0,5 w Denaturasyon 94 0,5 w
Baglanma 60 1 §; Baglanma 56 1 §;
Uzama 72 05 | € Uzama 72 05 |&
Final 72 7 Final 72 7
D451644 (So('f)ak"k (S(j[f(r)e D4S1625 (Se('f)ak"k a%e
(IJII(Enaturasyon 94 4 ggnaturasyon 94 4
Denaturasyon 94 0,5 w Denaturasyon 94 0,5 w
Baglanma 56 1 §; Baglanma 52 1 §;
Uzama 72 05 | & Uzama 72 05 | &
Final 72 7 Final 72 7
9482979 (Sogz)akllk (Sdif(r)e P4S408 (So(lé',‘)akhk (Sdill(r)e
(IJII(Enaturasyon 94 4 ggnaturasyon 94 4
Denaturasyon 94 0,5 w Denaturasyon 94 0,5 w
Baglanma 56 1 §; Baglanma 58 1 §;
Uzama 72 05 | € Uzama 72 05 |&
Final 72 7 Final 72 7
D4S1652 (So('f)ak"k (Sd‘f(r)e

(IJII(Enaturasyon 94 4

Denaturasyon 94 0,5 w

Baglanma 56 1 éﬁ

Uzama 72 05 |2

Final 72 7
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4.2.5. %2’lik Agaroz Jel Elektroforezi
-2 gr agaroz 100 ml 1X TBE igerisinde ¢ozdurdldu.

-Mikrodalga firin icerisinde 3 dk 700W’ta homojeaibnlmasi i¢in kaynatilp icine
%21’lik 10 pl etidyum bromidr eklendi. Jel tghbaa dokulip Uzerine taraklar

yerlestirildi.
-Tank 1XTBE ile jelin Gizerini kaplayacalekilde dolduruldu.

-PCR drunlerine yikleme boyasi eklendi (5ul érngit 6range G boyasi) ve jel

Uzerindeki kuyucuklara yuklendi.

-100 V'da DNA’lar 30 dakika yuratuldd.
4.2.6. %7’lik Denature Poliakrilamit Jel
4.2.6.1. Gerekli cozeltiler

-% 40 Akrilamid ¢ozeltisi

-% 2 Bis-akrilamid ¢ozeltisi

-% 10 Amonyum perstlfat (APS)

-10 x TBE c¢0zeltisi

-TEMED (N, N, N', N'-tetramethylenediamine)
-Ure

4.2.6.2. Jelin Hazirlanmasi

- %7’lik denattire poliakrilamid jel hazirlanirkenr erlenmayer icersinesagidaki

sira ile ¢ozelti ve kimyasallar eklendi.

Ure 15¢
% 2 Bis-akrilamid emi

% 40 Akrilamid 5,7ml
10 X TBE COzeltisi 3ml
ddH,O 2damla
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- Bu karsim manyetik kagtiricida 55°C‘de eritildi.
-Toplam hacim 30 ml oluncaya kadar ddMHeklendi.

-Daha sonra bu karmin Uzerine 200ul (%10) APS and 20ul TEMED ekl&teth
sonra camlarin arasina dolduruldu. Hazirlanan @ézamlarin Gzerine c¢ikincaya
kadar dolduruduktan sonra taraklar iki cam aragenbsstirilip 2 saat polimerizasyon
islemi gerceklginceye kadar beklendi.

4.2.6.3. Camlar, Aralayicilar ve Taraklarin Temizlenmesi
Camlar, aralayicilar ve taraklar iyice yikandiksamra izopropil alkol ile silindi.
4.2.6.4. Orneklerin Hazirlanmasi

PCR orneklerinden 2 pl alinarak 5ul yikleme boyasttipte kargtirildi. Daha sonra
94°C’de 5dk denatiire edildi ve %@'ye sgutulduktan sonra jele yiiklendi.

4.2.6.5. Sistemin hazirlanmasi

Polimerize olan jel poliakrilamid dikey elektrofare kabinine yerlgtirildi.
Elektroforez tanki jelin alt ve dst kismina temadee=k sekilde 1X TBE ile
dolduruldu. Daha sonra hazirlanan PCR Urlnleri stidi ve 400V'da primer

blyukul(giine gore 4-7 saat arasinda yuaratulda.
4.2.7. Gumis nitrat boyama

4.2.7.1. GUm@ nitrat boyamada kullanilan ¢ozeltiler
-%10’luk asetik asit ¢ozeltisi

-%1’lik gimUs nitrat ¢cozeltisi

-10gr/ml sodyum tiyostilfat ¢cozeltisi

-%3'lUk sodyum karbonat ¢ozeltisi
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4.2.7.2. Gumig Nitrat boyamanin asamalari

-Yuratilen jel iki camin arasindan c¢ikarilarak 280 %10’luk asetik asit ¢ozeltisi
icine konuldu. Calkalayici Uzerinde 30 dakika bekle Strenin sonunda asetik asit
dokuld.

-Asetik asit muamelesinden sonra jelin lzerine 28D distile su konularak
calkalayici tzerinde 3 dakika tutuldu. Daha sornral8kuldu ve busiem iki kez

daha tekrarlandi.

-Yikama sleminden sonra %Z1’lik gumtnitrat ¢ozeltisi eklendi ve calkalayici
uzerinde 50 dakika tutuldu.

-GUmis nitrat boyamadan sonra jel dikkatlice 3 defa thistu ile yikandi.
-Jel, calkalayicida %3’luk sodyum karbonat ¢cozetle 2-5 dakika tutuldu.

-Bantlar goérundr hale gelince sodyum karbonat ¢iszelokuldu ve jel, distile su ile

bir kez yikandi.

-Yikama gleminden sonra jel calkalyicida %210’luk asetik géreltisinde 10 dakika
bekletildi.

-Hazir hale gelen jeller distile su ile yikandi.Haasonra asetat gdlarinin arasina

alindi.

4.2.8. Sonuglarin Dgerlendirilmesi

sonra goéruntuler bilgisayara aktarildi. Bantlarimgynlugu image-J programi ile

hesaplandiktan sonra ayni hastaya ait normal dokaltke edilen sonug ile timarla
dokudan alinan sonug kendi arasinda orantilgimmBu islem sonucunda elde edilen
deserlerden 0, 75 ile 1,25 arasindakigdder normal kabul edilirken 0,75’ten kiguk
degerler ve 1,25'ten biyuk gerler LOH kabul edilmtir.
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BOLUM 5
BULGULAR
5.1. PCR Sonugclarinin Agaroz Jel Elektroforezinde Bserlendiriimesi

Bu calgmada 25 mesane kanserli hastaya ditildave tumorli taze dondurulngu
doku o6rngi kullanilmistir. Bu orneklerden izole edilen DNA’lar kromozom2R-35
bdlgesindeki heterozigotluk kaybinin gtralmasi amaciyla bu bélgeye 6zel 13
polimorfik markir (D42909, D4S1647, D4S1564, D4S262D4S406, D4S407,
D4S402, DA4S2394, DA4S1644, D4S1625, DA4S2909, D4S468 D4S1652)
kullanilarak PCR ile ggaltilmistir.

D4S2909 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 24645»uyikliginde trinler elde

edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurfgkkil 5.1'deki gorinti ortaya ¢ikstir.

IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N ST M

o 400
e 300

:
-200

Sekil 5.1. D4S2909 nolu markirin PCR’I sonucu elde edilen [@iim agaroz jel
goruntast (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor dokd, 2, 3, 4, 5: 6rnek
numaralarr)

D4S1647 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 1324pduyidkliginde tranler elde
edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurfgkkil 5.2'deki goriintl ortaya ¢ikstir.
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M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T SN 5T

300 -7

200_-7
100 —.

Sekil 5.2. D4S1647 nolu markirin PCR’1 sonucu elde edilen lgnim agaroz jel
gorantasu (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor doka, 2, 3, 4, 5: 6rnek
numaralarr)

D4S1564 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 132 bplkliginde Urlnler elde
edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurfgikil 5.3'teki gérinti ortaya cikrtir.

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T

300 -~
200

—"

100

Sekil 5.3. D4S1564 nolu markirin PCR’1 sonucu elde edilen l@im agaroz jel
gorantastu (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor doka, 2, 3, 4, 5: 6rnek
numaralarr)

D4S2623 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 200434 buyidkliginde trinler elde

edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurfgkil 5.4’teki gérintt ortaya cikrtir.
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M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T

300—
200
100 —_.

Sekil 5.4. D4S2623 nolu markirin PCR’1 sonucu elde edilen lgtim agaroz jel
gorantast (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor dokd, 2, 3, 4, 5. 6rnek
numaralarr)

D4S406 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 205 bplkligiinde dranler elde

edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurfgkkil 5.5'deki goriintl ortaya ¢ikstir.

IN IT 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T M

Sekil 5.5. D4S406 nolu markirin PCR’I sonucu elde edilen igtinl agaroz jel
gorantast (M: Markir, N: Normal doku, T: timor dokd, 2, 3, 4, 5. 6rnek
numaralarr)

D4S407 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 111-18%ilyukliEinde drtnler elde
edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurfgkkil 5.6’daki goriintl ortaya ¢ikstir.
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o

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T

Sekil 5.6. D4S407 nolu markirin PCR’I sonucu elde edilen ietinl agaroz jel
gorantast (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor dokd, 2, 3, 4, 5. 6rnek
numaralarr)

D4S402 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 221 bplkligiinde drinler elde

edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurfgkkil 5.7’deki gorintl ortaya ¢ikstir.

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T

300
200
100

Sekil 5.7. D4S402 nolu markirin PCR’I sonucu elde edilen ietinl agaroz jel
gorantist (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor dokd, 2, 3, 4, 5. 6rnek
numaralarr)

D4S2394 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 253454 0ydklginde trinler elde

edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurfgkkil 5.8'deki goriintl ortaya ¢ikstir.
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M IN IT 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T

400 —-__

300 ——=
200 ——
100 — -

Sekil 5.8. D4S2394 nolu markirin PCR’1 sonucu elde edilennl@iin agaroz jel
gorantast (M: Markir, N: Normal doku, T: timdr doka, 2, 3, 4, 5: 6rnek
numaralary

D4S1644 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 1864206 uyukliginde trinler elde

edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucurigizkil 5.9'daki goérunti ortaya cikmtir.

IN 1T IN 2T 3N 3T 4N 4T 5N ST M

Sekil 5.9. D4S1644 nolu markirin PCR’I sonucu elde edilen [@im agaroz jel
gorantastu (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor doka, 2, 3, 4, 5: 6rnek
numaralarr)

D4S1625 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 182431 0uyudkliginde tranler elde
edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucundzkil 5.10’daki goérintl ortaya
cikmistir.
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M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T

Sekil 5.10. D4S1625 nolu markirin PCR’1 sonucu elde edilen @iim agaroz jel
gorantist (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor doka, 2, 3, 4, 5: 6rnek
numaralarr)

D4S2979 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 14146buyidkliginde tranler elde
edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucundkil 5.11'deki goérintl ortaya

cikmistir.

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T

Sekil 5.11. D4S2979 nolu markirin PCR’1 sonucu elde edilen i@iim agaroz jel
gorantist (M: Markir, N: Normal doku, T: tumor dokd, 2, 3, 4, 5: 6rnek
numaralarr)

D4S408 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 229-2ddilyuklliinde drtnler elde
edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucundzkil 5.12’deki goérintl ortaya
cikmistir.
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M IN IT IN 2T 3N 3T 4N 4T SN 5T

Sekil 5.12. D4S408 nolu markirin PCR’I sonucu elde edilen igtinl agaroz jel
gorantist (M: Markir, N: Normal doku, T: timor dokd, 2, 3, 4, 5. 6rnek
numaralarr)

D4S1652 nolu markir ile yapilan PCR sonucu 13840 uyikliginde trinler elde
edilmis ve agaroz jel elektroforezi sonucundzkil 5.13'teki goéruntl ortaya

Gikmistir.

IN IT IN 2T 3NJIT 4N 4T M

Sekil 5.13. D4S1652 nolu markirin PCR’I sonucu elde edileml#in agaroz jel
goruantasu (M: Markir, N: Normal doku, T: timor doKy 2, 3, 4: 6rnek numaralarr)
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5.2. LOH Analizi

PCR UrlUnlerinin agaroz jelde kontrol edilmesinidiadan PCR drdnleri ayni
hastaya ait normal ve timorlt dokularin kiyaslanraasaciyla %7’lik poliakrilamid

jelde yuratilmig ve bantlarin gérinir hale gelmesi icin gigmitrat ile boyannytir.
5.2.1. D4S2909 nolu Markir Bulgulari

D4S2909 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir mawk Bu calgmaya dabhil

edilen 25 hastadan 6’'sinda D4S2909 markirinin yte¢lebdlgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gézlenen bu 6 hastanin sadéceld (%16,6) LOH

tespit edilmgtir. D4S2909 bolgesindeki LOH, heterozigotluk vemuzigotluk

gozlenen hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel dgtaflari Sekil 5.14'te verilmstir.

Homozigot Heterong LOH
N T N T N T

Sekil 5.14. D4S2909 markirina ait homozigot, heterozigot ve Li@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)

5.2.2. D4S1647 nolu Markir Bulgulari

D4S1647 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir @k Bu calgsmaya dabhil
edilen 25 hastadan 20’sinde D4S1647 markirininestegl bolgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gézlenen bu 20 hastanin 7’sii#e5) LOH tespit
edilmistir. D4S1647 bolgesindeki LOH, heterozigotluk ventazigotluk gdzlenen
hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel fogwaflari Sekil 5.15’de verilmgtir.
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Homozigot Heterozigot LOH

N T
o
-

i

Sekil 5.15. D4S1647 markirina ait homozigot, heterozigot ve Li@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)

5.2.3. D4S1564 nolu Markir Bulgulari

D4S1564 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir mdk Bu c¢alsmaya dahil
edilen 25 hastadan 12’'sinde D4S1564 markirininestgtl bolgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gézlenen bu 12 hastanin 8'i{¢6,7) LOH tespit
edilmistir. D4S1564 bolgesindeki LOH, heterozigotluk ventazigotluk gdzlenen
hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel fogwaflari Sekil 5.16’da verilmgtir.

Homozigot Hetelignt LOH

N T N T N T

_ - g

Sekil 5.16. D4S1564 markirina ait homozigot, heterozigot ve Li@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)

5.2.4. D4S2623 nolu Markir Bulgulari

D4S2923 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir mdk Bu calsmaya dahil
edilen 25 hastadan 15’'inde D4S2623 markirinin yegiebdlgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gozlenen bu 15 hastanin 7'si(idd6,7) LOH tespit
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edilmistir. D4S2623 bolgesindeki LOH, heterozigotluk ventazigotluk gdzlenen
hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel fogwaflari Sekil 5.17°de verilmgtir.

Homozigot Heterignt LOH
N T N T N T
—
nasi W

Sekil 5.17. D4S2623 markirina ait homozigot, heterozigot ve Li@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)

5.2.5. D4S406 nolu Markir Bulgulari

D4S406 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir nndnki Bu calsmaya dabhil
edilen 25 hastadan 7’'sinde D4S406 markirinin yegie bolgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk g6zlenen bu 7 hastanin 3'Un#el2,8) LOH tespit
edilmistir. D4S406 bolgesindeki LOH, heterozigotluk ve ramigotluk gozlenen
hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel fogwaflari Sekil 5.18’de verilmgtir.

Homozigot Hetelignt LOH

N T N T N T

.....

Sekil 5.18. D4S406 markirina ait homozigot, heterozigot ve L@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)

5.2.6. D4S407 nolu Markir Bulgulari

D4S407 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir nndnki Bu calsmaya dabhil
edilen 25 hastadan 6'sinda D4S407 markirinin yegiebdlgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gézlenen bu 6 hastanin sadéoceld (%16,6) LOH
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tespit edilmgtir. D4S407 bolgesindeki LOH, heterozigotluk ve hamgotluk
gozlenen hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel dgtaflari Sekil 5.19'da verilmgtir.

Homozigot Heteraqpit LOH
N T N T N T
yy L

w1 = =

o4

Sekil 5.19. D4S407 markirina ait homozigot, heterozigot ve L@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)

5.2.7. D4S402 nolu Markir Bulgular

D4S402 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir nndnki Bu ¢alsmaya dabhil
edilen 25 hastadan 10’'unda D4S402 markirinin yegiebdlgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gézlenen bu 10 hastanin hicioie (%0) LOH tespit
edilmemitir. D4S402 bdlgesindeki heterozigotluk ve homotigio gozlenen hasta
DNA’larina ait poliakrilamid jel fot@raflari Sekil 5.20’de verilmgtir.

Homozigot Hetarigot
N T N T

e

Sekil 5.20.D4S402 markirina ait homozigot, heterozig@tin resmi (N: Normal, T:
Tamor)

5.2.8. D4S2394 nolu Markir Bulgulari

D4S2394 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir mawk Bu calgmaya dabhil
edilen 25 hastadan 5’inde D4S2394 markirinin yege bolgede heterozigotluk
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tespit edilmgtir. Heterozigotluk gozlenen bu 5 hastanin hicloien%0) LOH tespit
edilmemitir. D4S2394 bolgesindeki heterozigotluk ve homo#igk gézlenen hasta
DNA’larina ait poliakrilamid jel fot@raflari Sekil 5.21’de verilmstir.

Homozigot ekerozigot

N T N T

Sekil 5.21. D4S2394 markirina ait homozigot, heteroziggtin resmi (N: Normal,
T: TUumon

5.2.9. D4S1644 nolu Markir Bulgular

D4S1644 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir mak Bu calsmaya dahil
edilen 25 hastadan 17’sinde D4S1644 markirininestedl bélgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gozlenen bu 17 hastanin 8'irféled7,) LOH tespit

edilmistir. D4S1644 bolgesindeki LOH, heterozigotluk venfazigotluk gdzlenen
hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel fogwaflari Sekil 5.22’de verilmgtir.

Homozigot Heterozigot LOH

N T N T N T

Sekil 5.22. D4S1644 markirina ait homozigot, heterozigot ve Li@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)
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5.2.10. D4S1625 nolu Markir Bulgulari

D4S1625 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir mawk Bu calgmaya dahil
edilen 25 hastanin hicbirinde D4S1625 markirinegdgi bolgede heterozigotfia
rastlanmamtir. D4S1625 homozigotluk g6zlenen hasta DNA'larinait
poliakrilamid jel fotgraflari Sekil 5.23’'de verilmgtir.

N T

B

Sekil 5.23.D4S1625 markirina ait homozigot resmi (N: NormalTuimar)

5.2.11. D4S2979 nolu Markir Bulgulari

D4S2979 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir mawk Bu calgsmaya dabhil
edilen 25 hastadan 17’sinde D4S2979 markirininestg¢dl bolgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gézlenen bu 17 hastanin 9'u(f®2,9) LOH tespit
edilmistir. D4S2979 bdlgesindeki LOH, heterozigotluk ventazigotluk gdzlenen
hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel fopaflari Sekil 5.24°te verilmstir.

Homozigot Heterozigot LOH

Sekil 5.24. D4S2979 markirina ait homozigot, heterozigot ve Li@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)

49



5.2.12. D4S408 nolu Markir Bulgulari

D4S408 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir nndnki Bu ¢alsmaya dabhil
edilen 25 hastadan 15’'inde D4S408 markirinin yege bolgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gozlenen bu 15 hastanin 7’si(i€6,7) LOH tespit
edilmistir. D4S408 bolgesindeki LOH, heterozigotluk ve ramgotluk gozlenen
hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel fogwaflari Sekil 5.25’de verilmgtir.

Homozigot Heterozigot LOH

Sekil 5.25. D4S408 markirina ait homozigot, heterozigot ve L@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)

5.2.13. D4S1652 nolu Markir Bulgulari

D4S1652 4. kromozomun uzun kolunda bulunan bir mawk Bu calgmaya dabhil
edilen 25 hastadan 15’'inde D4S1652 markirinin yegiebdlgede heterozigotluk
tespit edilmgtir. Heterozigotluk gézlenen bu 15 hatanin 5’in@&3@, 3) LOH tespit
edilmistir. D4S1652 bolgesindeki LOH, heterozigotluk ventazigotluk gdzlenen
hasta DNA’larina ait poliakrilamid jel fogpaflari Sekil 5.26’da verilmgitir.

Homozigot Heterong LOH
NI T N T

Sekil 5.26. D4S1652 markirina ait homozigot, heterozigot ve Li@Hresmi (N:
Normal, T: TUmor)
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Mesane kanserli hastalarda LOH gozlenen markidéldr5.1’de verilmtir.

Tablo 5.1: Mesane kanserli hastalarin LOH analiz sonucu

Hasta no
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homozigot
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Yapilan LOH analizi sonucu en yiksek LOH orani %@6jle D4S1564 nolu

markirin yerlgtigi bolgede gorulmgtir. Bu markirdan sonra en yuksek LOH
oranlari %52, 9 ile D4S2979; %47, 1 ile D4S1644 %d6, 7 ile D4S408 ve

D4S2623 markirlarinin yegegi bélgelerde gorilmgitr. Diger markirlarda %42, 8

ile %0 oraninda d&sen LOH orani tespit edilrstir (Sekil 5.27).
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W Seri1;D45407; 16,6
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B Seri1;D451625;0
B Seri1;D452394;0

M Seri1;D48402; 0

e = seri 1;D4S2979; 52,9

-

Sekil 5.27.Markirlara gore LOH daliminin grafiksel gosterimi
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Kromozom 4qg22-35 bolgesinde bulunan markirlarin yerbu bdlgelerde bulunan

genlerin yerleri National Center of Biotechnologyfdrmation (NCBI) [54] 'den

sglanmstir.

4q22+1

4q22+2
4q22+3

4q23
4924
4q25

4q26
4q27
4q28+1
4q28+2

4q28+3

4q31+1

431421
43122
431423

4q31+3

4q32+1
4q32+2
4q32+3
4q33
493411
4q34+2
4q34+3

4q35+1
4q35+2

1.BOLGE

L D4S1644 ———> 2.BOLGE

— 3.BOLGE

GEN Mbp MARKIR
SENTROMER
SNCA oo M
GRID2 | D4s2009
SMARCADI1
BMPRIB "
PDHA2 100 —§ Das1647
DDK2
PAPSS1 ]
PPA2 | Das1564
LEF1
CASPG6 110 — D452623
RRH E D4s406
EGF a DA45S407
PITX2
120 4 pasaoz
CCNA2
FGF2 A
FAT4
PHF17 130 —
s | D4s2394
PCDH10 |
ELF2 140 —
RAB33B
SMARCAS & D451625
150 =~
160
170 =4 p4s2979
SAP30
VEGF 3
180 —
CAasP3
NG2 1
ING | D45408
190 | pasies2
TELOMER

Sekil 5.28. Kromozom 49g22-35 bdolgesinde bulunan markirlar veurduklari
bdlgelerde bulunan genlerin yerlerini gosteren kvaom haritasi [S§4
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BOLUM 6
TARTI SMA VE SONUC

Mesane kanserine 6zgu yapilan LOH gahlarinda 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 17
ve 21 gibi bircok farkli kromozom Uuzerinde ggen oranlarda heterozigotluk
kayiplari tespit edil@i bildirilmistir [6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]. Bu kromozomlar
arasindan o6zellikle kromozom 9, 11 ve 17'dgedi kromozomlara oranla daha
yuksek oranda heterozigotluk kaybi bulurytom [8, 9, 11, 12]. Kromozom 9'un hem
p hem de g kolunda yakli& % 50 ve Uzerinde kayiplar bulungnve bu kromozom
Uzerindeki dort bdlge (9p21, 9922, 9932-33, 9q34same kanserinde aday tumor
baskilayici gen bdlgesi olarak belirlestii Bu bélgelerde yer alan aday tumoér
baskilayici genler; 9p21'de CDKN2A/ARF (pl6/pl4ARKE CDKN2B (pl5),
99g22'de PTCH, 9932-33'te DBC1l ve 9q34'te TSC1l'did6]. On vyedinci
kromozomun p kolundaki LOH oraninin yuksek olmaaidikkat cekicidir. Cunki
bu kromozom lzerinde 17p13 bélgesinde p53 geninooéktadir [10, 12, 22].

Mesane kanserinde kromozom 4 ile ilgili olarak yapicalsmalarda ise kromozom
4g'da yuksek LOH oranlari saptagdibildiriimis, bu boélgenin mesane kanseri
gelisimi ile iliskisi olabilecei ileri surtlmdstir. Bu ¢alsmalarda 4. kromozomun ¢
kolunda %22 ile %83 arasindagteen kismi kayiplar bulunngtur [8, 9, 10, 25, 28].
Bununla birlikte kromozom 4 ile ilgili olarak yaph LOH calsmalarinda bgve
boyun kanserleri, kiicik hucreli ager kanserleri, hepatoseliler kanserlergigd
kanserlerinde ve oral kanserlerde kromozom 4q Isiitge yiuksek LOH oranlarinin
tespit edildgi bildirilmi stir ve bu ¢alymalarda da bu kromozomun mesane kanseri ile
ili skisi olabilecei ileri surdlmigtur [13, 14, 15, 16, 17].

Bu tez camasinda yirmibg mesane kanserli hastada kromozom 4q 22-35
bdlgesinde % 0 ile % 66,7 arasindgiden oranlarda LOH tespit edilgtir.

Bu sonuglar dgrultusunda kromozom 4q22-35 bdlgesine yagnig heterozigotluk

kaybi fazla olan G¢ bolge dikkat cekmektedir. Bugeter D4S1564, D4S1644 ve
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D4S2979 markirlarinin yegggi bolgelerdir. Kromozom 4q22-35 boélgesi ile ilgili
bas ve boyun kanserleri vege kanserlerinde yapilan cghalarda D4S1564
markirinin yerlgtigi bolgede %30 ve lzerinde, D4S1644 markirinin y8ge
bdlgede %38 ile 45 arasinda ve D4S2979 nolu markerlstigi bélgede %25 ile 40
arasinda desen oranlarda LOH’e rastlargibildirilmistir [14, 17].

Bu calsma sonucu ortaya cikan U¢ bolge ve bu bélgelerdakimli genler daha
ayrintili incelenirse birinci bolge en fazla LOHaarna sahip olan D4S1564
markirinin yerlgtigi kromozom bdlgesidir. Bu markirdaki LOH orani %B6)r. Bu
markirin yani sira, hemen ulzerindeki D4S1647 veaddki D4S2623 ve D4S406
markirlarinda da sirasiyla % 35, %46,7 ve %42@womda anlamli kayiplarin
bulunmasi burada bir tumoér baskilayici gen olabdet distindirmektedir. Bu
bdlgede bulunan genler PDHA2, DKK2, PAPSS1, PPAZ1, CASP6, RRH, EGF
ve PITX2'dir.

PDHA2'nin sadece post-mayotik spermatogenik hiodeleeksprese edilgli
bildirilmi stir [55, 56]. Bu genin aday tumor baskilayici géma ihtimali yoktur.

Yapilan bircok cabmada DDK genlerinin epigenetik olarak susturulmimsin
gastrointestinal kanserlerde [57, 58] ve kolerektmhserlerde [57] yaygin oldu
bildirilmistir. DDK2'nin epigenetik olarak bobrek hicre kamnasinin yuksek
derece ve evrelerinde metilasyonla susturgldue DDK2'nin apoptotik ve hiicre
dongusu yolaklari ile bébrek kanserinin ilerlemesginledisi [59] ve DDK2 geninin
ekspresyonunun azalmasinin malignant melonoma nigestkili oldgu da
bildirilmi stir [60, 61].

PAPSS1 geninin timor baskilayici gen @alioia dair bir bulgu yoktur, hatta pae
boyun kanserleri ile ilgili olarak yapilan bir gahada bu genin timadr baskilayici

gen olma ihtimalinin dgiik oldugu belirtilmistir [14].

CASP6, kaspaz tumor baskilayici gen ailesinin pesidir ve kaspaz-6 ya da mch2
denilen bir proteinin sentezinden sorumludur. Bled® efekttr kaspazlar denilen
gruba dahil edilirler. Efektor kaspazlar hicrenipoptozundan sorumludurlar.

Kaspaz 6 aktivasyonu Lamin A vegdr ylzeylerin bolinmesiyle apoptozu indikler.
Bir calismada kaspaz 6’nin tek paa veya dier mutasyonagrams apoptoz ilgkili
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genlerle birlikte timorogeneze dahil olabilgcéne surtlmétir [62]. Kaspaz 6 ile
ilgili olarak yapilan bir cabmada bu genin bu bélgedeki en muhtemel timor
baskilayici gen oldiu ve apoptotik yolakta dnemli bir molektl ofglubildirilmistir
[63]. Bircok kanser tarinin ortaya cikmasinda Kasggnin ekspresyonunda
azalmanin etkili oldgu disinulmektedir. Yapilan c¢aimalarda Kaspaz 6 gen
mutasyonu gastrik ve kolerektal kanserlerde gdstaerive bu genin ekspresyonunun
gastrik kanser patogenezi ileskili olabilecesi 6ne surilmgtir [62, 64]. Ba ve
boyun kanserlerinde ve oral kanserlerde kromozog2®H boélgesi lUizerine yapilan
calismalarda kaspaz 6 bu bdlge icin aday tumoér baskilagen olarak bildirilmgtir

[14, 17].

Bas ve boyun kanserleri ile ilgili olarak yapilan lgalismada retinaya 6zgii RRH’In

tumor baskilayici gen olma ihtimalinin @ik olduzu bildirilmistir [14].

PITX2, LEF1 ve EGF genlerinin onkogenik Ozelliktéddagu daha once yapilan
calismalarda bildirilmgtir [65, 66]. PITX2'nin siklin D1 ve c-myc gibi diyudan
blyime dizenleyici genler Uzerinden hareketgiettb6] ve PITX2-siklin D2
yolaginin gir aktivasyonunun tiroid timérogenezingwek ettigi bildirimistir [65].
LEF2’in androjen bgaimsiz prostat kanserindgia eksprese edilg@i belirtilmistir
[67]. EGF reseptori EGFR'nin yiksek seviyeleringmzasklamé6z hicre kanserinde

invazif karsinomun ilerlemesinde rol oyngddistuintlmektedir [68].

Ikinci bolge %47,1 LOH oranina sahip D4S1644 mankmriyerlgtigi bolgedir. Bu
bdlgenin alt kismini ve dst kismini tarayan maskdh herhangi bir kayip
bulunamamytir. Bu boélgedeki genler; ELF2, RAB33B, SMARCADS:tir

ELF2, kanser gealimi ile ilgili VCP genini transaktive etmektedir 6 Yapilan
calismalarda kanser hicrelerinde VCP ekspresyonununekigsviyeleri karager,
mide, prostat ve yemek borusu kanseri olan hastakditii prognozu ve niks orani

artisi ile korele oldgu bildirilmistir [70].

RAB33B, RAS onkogen ailesinin bir Uyesidir [71]. Benin aday timdor baskilayici

gen olma ihtimali yoktur.
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SMARCAS5, SWI/SNF protein ailesinin bir dyesidir [f2 SMARCAS5S’in
deregulasyonu daha o6nce akut l6semide bildigtimi[73]. Kromozom 4q22-35
bdlgesinde bave boyun kanserleri ile ilgili olarak yapilan lg@lismada SMARCAS
geni bu bolge icin aday tumaor baskilayici gen dddmigdirilmi stir [14].

Uclincti kayip bolgesi ise D4S2979 markirinin ygige bolgedir. Bu markirda
heterozigotluk kaybi %52,9 olarak bulungtur. Bu markirin altinda bulunan
D4S408 ve D4S1652 nolu markirlarda ise kayip sitas¥46,7 ve %33,3 olarak
bulunmutur. Bu sonuglar D4S2979 markirinin yatigi 4q bélgesinden telomere
kadar olan bdlgede buyuk bir kayip ofgmu digtndirmektedir. Bu bdlgede
bulunan genler SAP30, VEGFC, CASP3 ve ING2'dir.

SAP30, bazal hiicre karsinomunda aday tumor bas&ilggn olarak gosterilrgtir
[74]. Bas ve boyun kanserleri ile ilgili olarak yapilan hgalismada da aday timor

baskilayici gen olarak bildirilrgtir [14].

VEGF-C'nin gin ekspreyonunun lenfatik metastazda 6nemli bir ognadgi
belirtiimistir  [75]. Yapilan c¢agmalrda VEGF-C'nin @rn ekspresyonunun
adenokarsinom [76], prostat kanseri [77, 78], mkknseri [79] ile ilgkisi
bildirilmi stir. Bu bilgiler dgsrultusunda bu genin aday tumor baskilayici gen sima

mumkuan degildir.

CASP3 de CASP6 geni gibi kaspaz gen ailesindent@fddaspazlara dahil edilir.
CPP32 adiyla da bilinir. Kaspaz 3 apoptozda khitkgoreve sahiptir [80] ve daha
once yapilan ¢almalarda kaspaz 3'Un ekspresyonundaki azalmangtisg&anseri
[80,81] mide kanseri [82] ve prostat kanseri [8&ligminde dnemli role sahip
oldugu bildirilmistir. Yapilan baka bir calsmada kaspaz 3’Un kolon kanseri, kiigik
hiicreli olmayan akg@er kanseri, mide kanseri ve hepatoseliler kandar fgrkli

kanser turlerinde mutasyongradgi bildirilmi stir [84].

ING2, ING gen ailesinin beliyesinden biridir [14, 85, 86]. Hlcre dongusu, @pau
ve yalanmada aday tumor baskilayici gen roliine sahigf, 87]. ING2 gen
expresyonundaki azalma melanoma [88, 89] HNSCC, [98kciger kanseri [87],
HCC [91, 92], ile ilgili olarak yapilan camalarda belirtiimg, ING2 bu kanser
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turleri ve ba ve boyun kanserleri [14, 86] icin aday tumor blskel gen olarak
bildirilmi stir.

Mesane kanserinde erken tani icin aday tUmor kagkil genlerin tanimlanmasinin
onemi buyuktdr. Yapilan bu catnada mesane kanserlerinde kromozom 4q22-35
bblgesi taranmgi ve elde edilen sonuglar glmltusunda CASP6, DDK2, SAP30,
CASP3, SMARCAS5S ve ING2 genlerinin aday tumor beasjti gen olabilece
belirlenmitir. Bu bolgelerin ve genlerin mesane kanseri iggsinin kesin olarak
belirlenebilmesi icin mesane kanserli hastalarda gemlerin ekspresyon analizi

yapilmalidir.
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